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Abbildung 1 Stofftransport durch epitheliale und endothelialen Zellen (modifiziert 
nach [Tsukita, 00] 
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Abbildung 2 Aufbau des junctional complex am Beispiel einer Epithelzelle (modi-
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Abbildung 3 Ultradünne elektronenmikroskopische Aufnahme der TJ-Region 
primärer humaner Retinaepithelzellen (A). Die Pfeile zeigen Bereiche, 
in denen sich die Plasmamembranen der beiden Zellen bis auf wenige 
Mikrometer nähern (kissing points) [Rajasekaran, 08]. Gefrierbruch-
elektronenmikroskopische Aufnahme der von Claudinen gebildeten 
TJ-Stränge in einer Darmepithelzelle (B). Die apikal lokalisierten 
Mikrovilli (MV) ragen ins Darmlumen. Die TJ erscheinen als kontinuierli-
ches Netzwerk. Maßstab: 0,5 µm [Achler, 89]. 
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Abbildung 4 Allgemeine Struktur und Topologie von Claudinen. Die Positionen 
konservierter geladener Aminosäuren sind mit „+“ und „-“ gekennzeichnet 
[Gonzalez-Mariscal, 03] 
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Abbildung 5 Schematische Darstellung möglicher homophiler und heterophiler 
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Abbildung 6 Schematische Darstellung des Aufbaus der Blut-Hirn-Schranke 
(modifiziert nach [Miller, 04] 
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Abbildung 7 Schematische Darstellung einer TER-Messung im Filterkultursystem 60
Abbildung 8 Schematische Darstellung einer Widerstandsmessung im ECIS-
System. Innerhalb der gemessenen Impedanz wird zwischen dem para-
zellulären Widerstand Rb und dem Widerstand α, der aus der Adhäsion 
der Zellen an das Substrat resultiert, unterschieden. Cm bezeichnet die 
Membrankapazität, die Rückschlüsse auf die Zellmorphologie erlaubt 
[Giaever, 91]. 
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Abbildung 9 Schematische Darstellung der durch ortsspezifische Mutagense 
hergestellten Flag-Cld5-Proteine. Die Positionen der Aminosäuresub-
stitutionen sind mit roten Punkten gekennzeichnet. 
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Abbildung 10 Die subzelluläre Lokalisation der FLAG-Cld5-Proteine stimmt mit 
der Lokalisation der entsprechenden Cld5-YFP-Proteine von 
[Piontek, 08] in stabil transfizierten HEK-293-Zellen überein. Die Zel-
len wurden stabil mit FLAG-Cld5wt, FLAG-Cld5R145A, FLAG-Cld5Y148A, 
FLAG-Cld5K157A, FLAG-Cld5Y158A oder FLAG-Cld5E159Q transfiziert. Cld5 
(grün) wurde durch Immunfluoreszenzfärbung mit einem monoklonalen 
Maus-anti-Cld5-Antikörper detektiert. Die Plasmamembran (rot) wurde 
mittels Oberflächenbiotinylierung gefärbt (2.3.8). Die Zellkerne (blau) 
wurden mit DAPI gefärbt. In der Überlagerung erscheinen Cld5-Signale 
in der Plasmamembran gelb. FLAG-Cld5wt und FLAG-Cld5R145A wiesen 
eine Kontaktanreicherung in den benachbarten Plasmamembranen 
transfizierter Zellen auf (Pfeile). FLAG-Cld5Y148A, FLAG-Cld5KY158A und 
FLAG-Cld5KE159Q waren kontinuierlich über die Plasmamembran verteilt 
(Pfeilspitzen). FLAG-Cld5K157A war intrazellulär lokalisiert (Sternchen). 






Abbildung 11 Zelllinien weisen unterschiedliche TER-Werte auf. Der TER wurde 
vier Tage nach Aussaat von 150.000 Zellen pro/cm² gemessen. Zuvor 
wurden die Filter für NRC und hCMEC/D3 mit Rattenschwanzkollagen 
und für HEK-293-Zellen mit Poly-L-Lysin beschichtet. Während NRC, 
MDCK-I-, MDCK-II- und Caco-2-Zellen hohe TER-Werte generierten, 
wiesen hCMEC/D3 und HEK-293-Zellen TER-Werte ≤ 10 Ω ▪ cm² auf, die 
sich nicht signifikant vom TER zellfreier Filter unterschieden (Kruskal-
Wallis-Test mit anschließendem Dunn’s post-Test, n ≥ 10, n.d.: nicht de-
tektierbar). 
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Abbildung 12 Detektion endogener TJ-Proteine in MDCK-II-Zellen und NRC mittels 
Western Blot. Die Proteine wurden wie unter 2.5.5 beschrieben detek-
tiert. Sowohl MDCK-II-Zellen als auch NRC exprimierten alle untersuch-
ten TJ-Proteine. Β-Aktin diente als Ladungskontrolle. 
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Abbildung 13 Verschiedene Chargen des Kaninchen-anti-FLAG-Primärantikörpers 
unterschieden sich in ihrer Spezifität. Untransfizierte MDCK-II-Zellen 
wurden für Immunfluoreszenzfärbungen mit verschiedenen Chargen des 
polyklonalen anti-FLAG-Primärantikörpers eingesetzt: Charge A, die zur 
Färbung von FLAG-Cld5wt- oder FLAG-Cld5Y148A-exprimierenden MDCK-
II-Zellen verwendet wurde (A), Charge B, die zur Färbung von MDCK-II-
Zellen verwendet wurde, die die übrigen FLAG-Cld5-Mutanten exprimier-
ten (B) und Charge C, die für Färbungen von FLAG-Cld5-Proteinen un-
geeignet war, da starke Hintergrundsignale auftraten, die eine Abgren-
zung des exogenen FLAG-Signals vom Hintergrund nicht mehr 
gestatteten (C). Für alle drei Chargen wurde eine Verdünnung von 1:300 
eingesetzt. Maßstab: 5 µm. 
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Abbildung 14 FLAG-Cld5wt und FLAG-Cld5Y148A sind in transient transfizierten 
MDCK-II-Zellen kontinuierlich über die Plasmamembran verteilt. 
Immunfluoreszenzfärbungen mit der Charge A des polyklonalen Kanin-
chen-anti-FLAG-Primärantikörpers (rot) gegen das FLAG-Epitop von 
FLAG-Cld5wt (A) und FLAG-Cld5Y148A (B). MDCK-II-Zellen, die mit dem 
Kontrollvektor transfiziert wurden (C), dienten als Negativkontrolle. Die 
Zellkerne (blau) wurden mit DAPI gefärbt. Maßstab: 5 µm. 
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Abbildung 15 FLAG-Cld5wt und FLAG-Cld5Y148A sind in stabil transfizierten MDCK-
II-Zellen kontinuierlich über die Plasmamembran verteilt. Immunfluo-
reszenzfärbungen mit der Charge A des polyklonalen Kaninchen-anti-
FLAG-Primärantikörpers (rot) gegen das FLAG-Epitop von FLAG-Cld5wt 
(A) und FLAG-Cld5Y148A (B). MDCK-II-Zellen, die mit dem Kontrollvektor 
transfiziert wurden (C), dienten als Negativkontrolle. Die Zellkerne (blau) 
wurden mit DAPI gefärbt. Maßstab: 10 µm. 
80
Abbildung 16 FLAG-Cld5R145A, FLAG-Cld5Y158A und FLAG-Cld5E159Q sind in tran-
sient transfizierten MDCK-II-Zellen kontinuierlich über die Plasma-
membran verteilt, wohingegen FLAG-Cld5K157A intrazellulär lokali-
siert ist. Immunfluoreszenzfärbung mit der Charge B des polyklonalen 
Kaninchen anti-FLAG-Primärantikörper (rot) gegen das FLAG-Epitop von 
FLAG-Cld5wt (A), FLAG-Cld5R145A (B), FLAG-Cld5K157A (C), FLAG-
Cld5Y158A (D), FLAG-Cld5E159Q (E). MDCK-II-Zellen, die mit dem Kontroll-
vektor transfiziert wurden (F), dienten als Negativkontrolle. Die Zellkerne 
(blau) wurden mit DAPI gefärbt. Maßstab: 10 µm. 
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Abbildung 17 FLAG-Cld5R145A, FLAG-Cld5Y158A und FLAG-Cld5E159Q sind in stabil 
transfizierten MDCK-II-Zellen kontinuierlich über die Plasma-





siert ist. Immunfluoreszenzfärbung mit der Charge B des polyklonalen 
Kaninchen-anti-FLAG-Primärantikörpers (rot) gegen das FLAG-Epitop 
von FLAG-Cld5Y148A (A), FLAG-Cld5R145A (B), FLAG-Cld5K157A (C), FLAG-
Cld5Y158A (D), FLAG-Cld5E159Q (E). MDCK-II-Zellen, die mit dem Kontroll-
vektor transfiziert wurden (F), dienten als Negativkontrolle. Die Zellkerne 
(blau) wurden mit DAPI gefärbt. Maßstab: 10 µm. 
Abbildung 18 Alle untersuchten stabilen MDCK-II-Zellklone exprimierten ver-
gleichbare Mengen der exogenen FLAG-Cld5-Proteine und des en-
dogenen Cld1. Analyse von Gesamtzellextrakten mit einem monoklona-
len Maus-anti-Cld5-Primärantikörper (A) und einem polyklonalen 
Kaninchen-anti-Cld1-Primärantikörper (B) im Western Blot. Die Detektion 
von GAPDH diente zur Normalisierung der eingesetzten Proteinmengen. 
Mit Ausnahme der Vektorkontrolle exprimierten alle MDCK-II-Klone ver-
gleichbare Mengen der FLAG-Cld5-Proteine (A). Die exogene Expressi-
on von Cld5 hatte keinen Einfluss auf die endogene Expression von Cld1 
(B). 
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Abbildung 19 Alle stabil exprimierten FLAG-Cld5-Proteine außer FLAG-Cld5K157A 
co-lokalisieren mit endogenem Occludin in MDCK-II-Zellen. Die Zel-
len wurden fünf Tage auf Deckgläschen kultiviert. Anschließend wurden 
Cld5 (grün) und Occludin (rot) mittels Immunfluoreszenzdoppelfärbung 
detektiert. Stellen der Co-Lokalisation von Cld5 und Occludin ergaben in 
der Überlagerung gelbe Signale. Maßstab: 10 µm. 
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Abbildung 20 Alle stabil exprimierten FLAG-Cld5-Proteine außer FLAG-Cld5K157A 
co-lokalisieren mit endogenem Cld1 in MDCK-II-Zellen. Die Zellen 
wurden fünf Tage auf Deckgläschen kultiviert. Anschließend wurden Cld5 
(grün) und Cld1 (rot) mittels Immunfluoreszenzdoppelfärbung detektiert. 
Stellen der Co-Lokalisation von Cld5 und Cld1 ergaben in der Überlage-
rung gelbe Signale. Die z-Richtung wurde vergrößert dargestellt (Pfeil). 
Die unterschiedlichen Größen der überlagerten Signale in z-Richtung 
resultierten aus den verschiedenen Verläufen der Plasmamembranen zur 
jeweiligen Schnittebene. Die Zellkerne (blau) wurden mit DAPI gefärbt. 
MDCK-II-Zellen, die mit FLAG-Cld5K157A oder dem Kontrollvektor transfi-
ziert wurden, zeigten keine Co-Lokalisation von Cld5 und Cld1 in der 
Plasmamembran. Maßstab: 5 µm. 
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Abbildung 21 Die Aminosäuren R145, Y148, K157, Y158 und E159 von Cld5 sind 
für die von Cld5wt vermittelte Erhöhung des TER essentiell. MDCK-II-
Zellklone, die die angegebenen FLAG-Cld5-Proteine stabil exprimierten, 
wurden auf Filtern ausgesät. Für jedes FLAG-Cld5-Protein wurden min-
destens zwei Klone und neun bis zwölf Filter verwendet. Nach drei Tagen 
wurde der TER gemessen. Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwertes 
(SEM), *** p < 0,0001 im Vergleich zur Vektorkontrolle gemäß Kruskal-
Wallis-Test mit anschließendem Dunn’s post-Test, n ≥ 10. 
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Abbildung 22 MDCK-II-Zelllinien, die mit FLAG-Cld5wt, FLAG-Cld5Y148A oder dem 
Kontrollvektor stabil transfiziert wurden, bilden im ECIS-System 
keine unterschiedlichen parazellulären Widerstände aus. Dargestellt 
sind die Rb-Werte von je drei verschiedenen FLAG-Cld5wt-, FLAG-
Cld5Y148A- und Kontrollvektor-MDCK-II-Zellklonen. 
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Abbildung 23 Die Aminosäuren R145, Y148, K157, Y158 und E159 von Cld5 sind 
für die parazelluläre Dichtigkeit gegenüber FDS essentiell. MDCK-II-
Zellklone, die die angegebenen FLAG-Cld5-Proteine stabil exprimierten, 





destens zwei Klone und zehn Filter verwendet. Nach vier Tagen wurde 
der TER gemessen. Nachdem die Zellen einen konstanten TER erreicht 
hatten, wurden die Permeationsmessungen durchgeführt. Mittel-
wert ± SEM, * p < 0,05 und ** p < 0,01 im Vergleich zur Vektorkontrolle 
gemäß Kruskal-Wallis-Test mit anschließendem Dunn’s post-Test, n ≥ 10. 
Abbildung 24 Die Aminosäuren Y148, Y158 und E159 von Cld5 sind für die para-
zelluläre Dichtigkeit gegenüber FD10 essentiell. MDCK-II-Zellklone, 
die die angegebenen FLAG-Cld5-Proteine stabil exprimierten, wurden 
auf Filtern ausgesät. Für jedes FLAG-Cld5-Protein wurden mindestens 
zwei Klone und neun Filter verwendet. Nach vier Tagen wurde der TER 
gemessen. Nachdem die Zellen einen konstanten TER erreicht hatten, 
wurden die Permeationsmessungen durchgeführt. Mittelwert ± SEM, 
* p < 0,05 und ** p < 0,01 im Vergleich zur Vektorkontrolle gemäß 
Kruskal-Wallis-Test mit anschließendem Dunn’s post-Test, n ≥ 10. 
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Abbildung 25 R145, Y148, K157, Y158 und E159 von Cld5 sind für die Expression 
und subzelluläre Lokalisation von endogenem ZO-1 in FLAG-Cld5 
stabil exprimierenden MDCK-II-Zellen nicht relevant. MDCK-II-Zellen, 
die FLAG-Cld5wt (A), FLAG-Cld5R145A (B), FLAG-Cld5Y148A (C), FLAG-
Cld5K157A (D), FLAG-Cld5Y158A (E) oder FLAG-Cld5E159Q (F) stabil expri-
mierten, wurden fünf Tage auf Deckgläschen kultiviert. Anschließend 
wurde ZO-1 (grün) mittels Immunfluoreszenzfärbung detektiert. Die Zell-
kerne (blau) wurden mit DAPI gefärbt. Maßstab: 5 µm. 
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Abbildung 26 Die stabile Transfektion von MDCK-II-Zellen mit FLAG-Cld5K157A 
führte im Gegensatz zu FLAG-Cld5wt und FLAG-Cld5Y148A zum Ver-
lust der Plasmamembranlokalisation von JAM-1. MDCK-II-Zellen, die 
FLAG-Cld5wt, FLAG-Cld5Y148A oder FLAG-Cld5K157A stabil exprimierten, 
wurden fünf Tage auf Deckgläschen kultiviert. Anschließend wurden 
JAM-1 (rot) und Cld5 (grün) mittels Immunfluoreszenzfärbung detektiert. 
Stellen der Co-Lokalisation von JAM-1 und Cld5 ergaben in der Überla-
gerung gelbe Signale. Die Zellkerne (blau) wurden mit DAPI gefärbt. 
Maßstab: 10 µm. 
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Abbildung 27 Die Expression der verschiedenen FLAG-Cld5-Proteine hat auf die 
Strangmorphologie der TJ von MDCK-II-Zellen keinen Einfluss. Ge-
frierbruchelektronenmikroskopische Aufnahmen von MDCK-II-Zellen, die 
den Kontrollvektor (A), FLAG-Cld5wt (B), Flag-Cld5R145A (C) und FLAG-
Cld5Y148A (D) exprimierten. PF kennzeichnet die protoplasmatische und 
EF die exoplasmatische Hälfte der Plasmamembran. 
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Abbildung 28 Y148 von Cld5 ist nicht an der Regulierung der Ca2+-abhängigen 
Internalisierung von Cld5 beteiligt. MDCK-II-Zellen, die FLAG-Cld5wt 
oder FLAG-Cld5Y148A stabil exprimierten, wurden zunächst in Ca2+-
haltigem MDCK-II-Standardmedium kultiviert und zwei Tage nach Errei-
chen der Konfluenz auf Ca2+-freies Medium umgestellt. Die Zellen wur-
den sofort danach oder 30, 60, 120 und 180 min später fixiert. Cld1 
(grün) und Cld5 (rot) wurden mittels Immunfluoreszenzfärbung detektiert. 
Die Überlagerung der beider Signale erschien gelb Die Zellkerne (blau) 
wurden zusätzlich mit DAPI gefärbt. Maßstab: 5 µM. 
100
Abbildung 29 Y148 von Cld5 ist nicht am Ca2+-abhängigen Wiedereinbau von Cld5 
in die TJ beteiligt. MDCK-II-Zellen, die FLAG-Cld5wt oder FLAG-
Cld5Y148A stabil exprimierten, wurden zunächst in Ca2+-haltigem MDCK-II-
Standardmedium kultiviert. Zwei Tage nach Erreichen der Konfluenz 





das S-MEM gegen MDCK-II-Standardmedium ausgetauscht. Die Zellen 
wurden sofort danach oder 15, 30, 60, 120, 180 und 240 min später Zel-
len fixiert. Cld1 (grün) und Cld5 (rot) wurden mittels Immunfluoreszenz-
färbung detektiert. Die Zellkerne (blau) wurden zusätzlich mit DAPI ge-
färbt. FLAG-Cld5wt oder FLAG-Cld5Y148A wurden mit ähnlicher 
Geschwindigkeit in die TJ reintegriert. Maßstab: 5 µM. 
Abbildung 30 Übersicht über die verwendeten Claudinpeptide. Der Abschnitt der 
Claudine, der als Vorlage für die jeweiligen Peptide diente, ist rot mar-
kiert. 
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Abbildung 31 Die apikal applizierten Claudinpeptide beeinflussen den Rb von Ca-
co-2-Zellen im ECIS-System nicht. Caco-2-Zellen wurden auf ECIS-
Trägern ausgesät und nach Ausbildung eines konfluenten Monolayers 
apikal mit 400 µM Cld153-81 (grün) (A), Cld253-81 (blau) (B), Cld553-81 
(schwarz) (C), Cld3140-159 (rot) (D) oder Cld11-31 (rot) (E) behandelt. Die 
zweite Kurve in jeder Abbildung repräsentiert den parazellulären Wider-
stand der Kontrolle. Die parazellulären Widerstände der peptidbehandel-
ten Caco-2-Zellen unterschieden sich nicht signifikant von der Kontrolle 
gemäß Mann-Whitney-U-Test, n =6. 
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Abbildung 32 Cld153-81 reduziert den TER von Caco-2-Zellen bei basolateraler oder 
beidseitiger Applikation, jedoch nicht bei apikaler Zugabe. Caco-2-
Zellen wurden auf Zellkulturfiltern ausgesät und nach Ausbildung eines 
konfluenten Monolayers apikal, basolateral oder beidseitig mit 300 µM 
Cld153-81 behandelt. Der TER wurde vor der Behandlung sowie 6, 24 und 
48 h danach gemessen. Mittelwert ± SEM, * p < 0.01 im Vergleich zur 
Kontrolle gemäß Kruskal-Wallis-Test mit anschließendem Dunn’s post-
Test, n ≥ 6. 
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Abbildung 33 Cld153-81 erhöht die parazelluläre Permeation von FDS bei Caco-2-
Zellen bei basolateraler und beidseitiger Applikation. Die Permeati-
onsmessungen wurden im Anschluss an die 48-stündige Inkubation der 
Caco-2-Zellen mit 300 µM Cld153-81 durchgeführt. Zellen, die basolateral 
oder beidseitig mit Cld153-81 behandelt wurden, wiesen im Vergleich zur 
Kontrolle und zu den apikal behandelten Zellen eine signifikant erhöhte 
parazelluläre Permeation von FDS auf. Mittelwert ± SEM, * p < 0,05 und 
** p < 0,01 im Vergleich zur Kontrolle gemäß Kruskal-Wallis-Test mit an-
schließendem Dunn’s post-Test, n ≥ 6. 
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Abbildung 34 Cld153-81 erhöht die parazelluläre Permeation von FD10 bei Caco-2-
Zellen bei beidseitiger. Die Permeationsmessungen wurden im An-
schluss an die 48-stündige Inkubation der Caco-2-Zellen mit 300 µM 
Cld153-81 durchgeführt. Nur die beidseitig behandelten Zellen wiesen im 
Vergleich zur Kontrolle eine signifikant erhöhte parazelluläre Permeation 
von FD10 auf. Mittelwert ± SEM, *** p < 0,001 im Vergleich zur Kontrolle 
gemäß Kruskal-Wallis-Test mit anschließendem Dunn’s post-Test, n ≥ 6. 
106
Abbildung 35 Die Reduktion des TER von Caco-2-Zellen durch basolateral oder 
beidseitig appliziertes Cld153-81 ist reversibel. Caco-2-Zellen wurden 
auf Zellkulturfiltern ausgesät und nach Ausbildung eines konfluenten 
Monolayers 48 h apikal, basolateral oder beidseitig mit 300 µM Cld153-81 
behandelt. Im Anschluss wurde Cld153-81 durch einen Mediumwechsel 
ausgewaschen. Nach 48-stündiger Inkubation im peptidfreien Medium 
unterschied sich der TER der basolateral oder beidseitig behandelten 
Zellen nicht mehr signifikant von der Kontrolle (Mittelwert ± SEM, 





schließendem Dunn’s post-Test, n ≥ 6. 
Abbildung 36 Beidseitig appliziertes Cld153-81 führt zur reversiblen Reduktion des 
TER von MDCK-II-Zellen. Die Zellen wurden auf Zellkulturfiltern ausge-
sät und nach Ausbildung eines konfluenten Monolayers beidseitig mit 
300 µM Cld153-81 behandelt. Der TER wurde vor der Behandlung sowie 6, 
24 und 48 h danach gemessen. Die beidseitig behandelten MDCK-II-
Zellen wiesen 24 und 48 h nach der Behandlung im Vergleich zur Kon-
trolle einen signifikant reduzierten TER auf. Cld153-81 wurde nach 48 h 
durch einen Mediumwechsel ausgewaschen (Pfeil). Nach 24-stündiger 
Inkubation im peptidfreien Medium unterschied sich der TER der Zellen 
nicht mehr signifikant von der Kontrolle. Mittelwert ± SEM, * p < 0.0001 
im Vergleich zur Kontrolle gemäß Mann-Whitney-U-Test, n = 6. 
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Abbildung 37 Cld153-81 erhöht die parazelluläre Permeation von FDS und FD10 bei 
MDCK-II-Zellen. Die Permeationsmessungen wurden im Anschluss an 
die 48-stündige Inkubation der MDCK-II-Zellen mit 300 µM Cld153-81 
durchgeführt Mittelwert ± SEM, ** p < 0,001 im Vergleich zur Kontrolle 
und * p < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle gemäß Mann-Whitney-U-Test, 
n = 6. 
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Abbildung 38 Cld253-81 hat keinen Einfluss auf die parazelluläre Dichtigkeit von 
Caco-2-Zellen. Caco-2-Zellen wurden auf Zellkulturfiltern ausgesät und 
nach Ausbildung eines konfluenten Monolayers beidseitig mit 300 µM 
Cld253-81 behandelt. Der TER wurde vor der Behandlung sowie 6, 24 und 
48 h danach gemessen (A). Die Behandlung mit Cld253-81 (schwarze 
Säulen) führte im Vergleich zur Kontrolle (weiße Säulen) zu keiner signi-
fikanten Änderung des TER (Mittelwert ± SEM, Kruskal-Wallis-Test mit 
anschließendem Dunn’s post-Test). Die parazelluläre Permeation von 
FDS (B) und FD10 (C) unterschied sich nach 48-stündiger Behandlung 
der Zellen mit Cld253-81 ebenfalls nicht signifikant von der Kontrolle. Mit-
telwert ± SEM, Mann-Whitney-U-Test, n = 6. 
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Abbildung 39 Cld553-81 hat keinen Einfluss auf die parazelluläre Dichtigkeit von 
Caco-2-Zellen. Caco-2-Zellen wurden auf Zellkulturfiltern ausgesät und 
nach Ausbildung eines konfluenten Monolayers beidseitig mit 300 µM 
Cld553-81 behandelt. Der TER wurde vor der Behandlung sowie 6, 24 und 
48 h danach gemessen (A). Die Behandlung mit Cld553-81 (schwarze 
Säulen) führte im Vergleich zur Kontrolle (weiße Säulen) zu keiner signi-
fikanten Änderung des TER (Mittelwert ± SEM, Kruskal-Wallis-Test mit 
anschließendem Dunn’s post Test). Die parazelluläre Permeation von 
FDS (B) und FD10 (C) unterschied sich nach 48-stündiger Behandlung 
der Zellen mit Cld253-81 ebenfalls nicht signifikant von der Kontrolle. Mit-
telwert ± SEM, Mann-Whitney-U-Test, n = 6. 
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Abbildung 40 Cld553-81 hat keinen Einfluss die parazelluläre Dichtigkeit von Cld5wt 
stabil exprimierenden MDCK-II-Zellen. Die Zellen wurden auf Zellkul-
turfiltern ausgesät und nach Ausbildung eines konfluenten Monolayers 
beidseitig mit 300 µM Cld553-81 behandelt. Der TER wurde vor der Be-
handlung sowie 24, 48 und 72 h danach gemessen. Die beidseitige Be-
handlung mit Cld553-81 (schwarze Säulen) führte im Vergleich zur Kontrol-
le (weiße Säulen) zu keiner signifikanten Änderung des TER 
Mittelwert ± SEM, Kruskal-Wallis-Test mit anschließendem Dunn’s post-
Test, n = 6). 
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Abbildung 41 Cld3140-159 hat keinen Einfluss auf den TER von Caco-2-Zellen. Die 





konfluenten Monolayers beidseitig mit 300 µM Cld3140-159 behandelt. Der 
TER wurde vor der Behandlung sowie 6, 24 und 48 h danach gemessen. 
Die Behandlung mit Cld3140-159 (schwarze Säulen) führte im Vergleich zur 
Kontrolle (weiße Säulen) zu keiner signifikanten Änderung des TER. 
Mittelwert ± SEM, Kruskal-Wallis-Test mit anschließendem Dunn’s post-
Test, n = 6. 
Abbildung 42 GlyR-TMD reduziert den TER nach Behandlung von Caco-2-Zellen. 
Die Zellen wurden auf Zellkulturfiltern ausgesät und nach Ausbildung 
eines konfluenten Monolayers beidseitig mit 300 µM GlyR-TMD behan-
delt. Der TER wurde vor der Behandlung sowie 6, 24 und 48 h danach 
gemessen. Die Behandlung mit GlyR-TDM (schwarze Säulen) führte im 
Vergleich zur Kontrolle (weiße Säulen) zur signifikanten Reduktion des 
TER. Mittelwert ± SEM, * p < 0,0001 gemäß Mann-Whitney-U-Test, 
n = 6. 
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Abbildung 43 Cld11-31 hat keinen Einfluss auf die parazelluläre Dichtigkeit von 
Caco-2-Zellen. Die Zellen wurden auf Zellkulturfiltern ausgesät und nach 
Ausbildung eines konfluenten Monolayers beidseitig mit 300 µM Cld11-31 
behandelt. Der TER wurde vor der Behandlung sowie 6, 24 und 48 h 
danach gemessen (A). Die Behandlung mit Cld553-81 (schwarze Säulen) 
führte im Vergleich zur Kontrolle (weiße Säulen) zu keiner signifikanten 
Änderung des TER (Mittelwert ± SEM, Kruskal-Wallis-Test mit anschlie-
ßendem Dunn’s post-Test). Die parazelluläre Permeation von FDS (B) 
und FD10 (C) wurde 48 h nach Behandlung der Zellen mit Cld553-81 ge-
messen und unterschied sich ebenfalls nicht signifikant von der Kontrolle 
Mittelwert ± SEM, Mann-Whitney-U-Test, n = 6. 
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Abbildung 44 Zusammenfassung der Wirkung aller untersuchten Peptide auf den 
TER von Caco2-Zellen. Die Zellen wurden auf Zellkulturfiltern ausgesät 
und nach Ausbildung eines konfluenten Monolayers beidseitig mit 
300 µM Cld11-31, Cld153-81, Cld253-81. Cld3140-159, Cld553-81 oder GlyR-TMD 
behandelt. Der TER wurde vor der Behandlung sowie 6, 24 und 48 h 
danach gemessen. Cld153-81 und GlyR-TDM führten im Vergleich zur 
entsprechenden Kontrolle zur signifikanten Reduktion des TER. Die übri-
gen Claudinpeptide veränderten den TER nicht signifikant. Mittel-
wert ± SEM, * p < 0.0001 im Vergleich zur Kontrolle gemäß Mann-
Whitney-U-Test, n ≥ 6. 
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Abbildung 45 Während GST-CPE194-319 nach 24 h zur signifikanten Reduktion des 
TER führt, hat GST-CPE116-319 im Vergleich zur Kontrolle keine signi-
fikante Wirkung auf den TER. Die Zellen wurden auf Zellkulturfiltern 
ausgesät und nach Ausbildung eines konfluenten Monolayers beidseitig 
mit 10 µg/µl GST-CPE116-319 und GST-CPE194-319 behandelt. Der TER 
wurde vor der Behandlung sowie 6 und 24 h danach gemessen. Mittel-
wert ± SEM, * p < 0,0001 gemäß Mann-Whitney-U-Test, n = 6. 
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Abbildung 46 Bei Ca2+-Depletion und anschließender Ca2+-Resupplementierung 
verhindert nur GST-CPE194-319 aber nicht GST-CPE116-319 den Wieder-
aufbau des TER der Caco-2-Zellen signifikant. Caco-2-Zellen wurden 
bis zum Erreichen der Konfluenz auf Zellkulturfiltern kultiviert. Anschlie-
ßend wurde die TJ durch Kultivierung in Ca2+-freiem Medium geöffnet. 
Parallel zur Ca2+-Resupplementierung erfolgte die beidseitige Behand-
lung mit 10 µg/ml GST-CPE194-319, GST-CPE116-319 oder GST. Mittel-
wert ± SEM, * p < 0,01 und ** p <0 ,001 im Vergleich zur GST-Kontrolle 





Abbildung 47 Basalolateral appliziertes GST-CPE194-319 reduziert den TER von Ca-
co-2-Zellen reversibel. Die Zellen wurden auf Zellkulturfiltern ausgesät 
und nach Ausbildung eines konfluenten Monolayers apikal, basolateral 
oder beidseitig mit 10 µg/µl GST-CPE194-319 behandelt. Der TER wurde 
vor der Behandlung sowie 6, 24 und 48 h danach gemessen. Die basola-
teral oder beidseitig behandelten Caco-2-Zellen wiesen 24 und 48 h nach 
der Behandlung im Vergleich zur Kontrolle einen signifikant reduzierten 
TER auf. Die apikale Behandlung der Zellen hatte keine signifikante Wir-
kung auf den TER. Nach 48-stündiger Inkubation wurde GST-CPE194-319 
durch einen Mediumwechsel entfernt (Pfeil). Nach weiteren 24 h unter-
schied sich der TER der basolateral oder beidseitig behandelten Zellen 
nicht mehr signifikant von der Kontrolle. Mittelwert ± SEM, * p < 0,01 und 
** p < 0,001 im Vergleich zur GST-Kontrolle gemäß Kruskal-Wallis-Test 
mit anschließendem Dunn’s post-Test, n = 6. 
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Abbildung 48 Vergleich der Aminosäuresequenz der 2. EZS der Mitglieder der 
Claudinfamilie. Die Claudine wurden anhand von Sequenzähnlichkeiten 
in klassische und nicht-klassische Claudine eingeteilt. Angegeben sind 
die murinen Claudinsequenzen mit Ausnahme von Cld20, Cld21 und 
Cld24, von denen nur die humane Sequenz bekannt ist. Die beiden Iso-
formen von Cld10 und Cld18 unterscheiden sich nur hinsichtlich der Se-
quenz der 1. EZS. Für Cld23 sind zwei Sequenzen bekannt. Wiesen 
> 90 % bzw. > 70 % der Claudine an einer Position die gleiche AS auf, 
wurde die Konsensussequenz in großen bzw. kleinen Buchstaben ange-
geben (grün: hydrophobe Seitenkette, violett: hydrophile Seitenkette, 
blau: basische Seitenkette, magenta: sauere Seitenkette, gelb: C, türkis: 
Y, schwarz: P (modifiziert nach [Krause, 08]. 
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Abbildung 49 Vergleich der Aminosäuren 53 - 81 von Mitgliedern der Claudinfami-
lie. Die wirksamen Aminosäuren 53 - 81 des Cld1-Peptids sind denen 
der übrigen Claudine gegenübergestellt. Die Claudine wurden anhand 
von Sequenzähnlichkeiten in klassische und nicht-klassische Claudine 
eingeteilt. Angegeben sind die murinen Claudinsequenzen mit Ausnahme 
von Cld20, Cld21 und Cld24, von denen nur die humane Sequenz be-
kannt ist. Die Isoformen von Cld10 und Cld18 unterscheiden sicht nur 
hinsichtlich ihrer 1. EZS. Für Cld23 sind zwei Sequenzen bekannt. Wie-
sen > 90 % bzw. > 70 % der Claudine an einer Position die gleiche AS 
auf, wurde die Konsensussequenz in großen bzw. kleinen Buchstaben 
angegeben (grün: hydrophobe Seitenkette, violett: hydrophile Seitenket-
te, blau: basische Seitenkette, magenta: sauere Seitenkette, gelb: C, 
türkis: Y, schwarz: P). Der Sequenzvergleich verdeutlicht, dass kein an-
deres Claudin in diesen Bereichen dieselbe Sequenz wie Cld1 aufweist 
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°C Grad Celsius 
Å Angström 
A6 Nierenepithelzelllinie aus dem Krallenfrosch 
APS Ammoniumperoxiddisulfat 
bEND3 Gehirnendothelzelllinie aus der Maus 
BHS Blut-Hirn-Schranke 
bp Basenpaare 
BSA bovines Serumalbumin 
C. perfringens Clostridium perfringens 
Caco-2 humane Kolonkarzinom Zelllinie 
CAR Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor 
CFP engl. cyan fluorescent protein 
CHO engl. Chinese hamster ovariy  
Cld Claudin 
Cm Membrankapazität 
CM-Filter Zellkulturfilter mit Matrix aus hydrophilem Polytetrafluoroethylen 







dH2O destilliertes Wasser 
DMEM engl. Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonukleinsäure (engl. desoxyribonucleid acid) 
dNTP Desoxynukleosidtriphosphat 
dTTP Desoxythymidin-5’-triphosphat 
E. coli Escherischia coli 




EGTA Ethylenglycol-bis(Oxyethylennitril)-Tetraessigsäure (engl. ethylene glycol 
tetraacetic acid) 
Eph4 murine Brustdrüsenepithelzellen 
EZS extrazelluläre Schleife 
FCS fötales Kälberserum (engl. fetal calf serum) 
FD10 10 kDa Fluoresceinisothiocyanat-Dextran 
FDS Fluoresceindinatriumsalz 
FHHNC engl. familia hypomagnesemia with hypercalciuria and nephrocalcinosis 
FITC Fluoresceinisothiocyanat 
FRET engl. fluorescence resonance energy transfer 
G418 Geneticinsulfat 
GlyR Glycinrezeptor 
GUK katalytisch inaktive Guanylatkinase 
HBSS engl. Hank’s Balanced Salt Solution 
hCMEC/D3 humane Gehirnkapillarendothelzelllinie 
HEK-293 humane embryonale Nierenzelllinie (engl. human embryonic kidney) 
HRP engl. horse radish peroxidise 
HUVEC engl. human umbilical vein endothelial cells 
IB3.1 humane Lungenepithelzellinie 




LLC-PK1 Zelllinie aus dem proximalen Tubuluseipthel der Schweineniere 
MAGUK engl. membrane-associated guanylate kinase 
MDCK Madin-Darby canine kidney Zelllinie, Epithelzellen aus der Hundeniere 
MDCK-C11 MDCK Zelllinie mit geringem TER (Klon 11) 
MDCK-C7 MDCK Zelllinie mit hohem TER (Klon 7) 
MDCK-I MDCK Zelllinie mit hohem TER 
MDCK-II MDCK Zelllinie mit geringem TER 
MDCK-II T23 MDCK Zelllinie mit geringem TER, die zusätzlich mutiertes β-Cathenin 
exprimiert 




MW Molekulargewicht (engl. molecular weight) 
NIH/3T3 Zelllinie aus embryonalen Mausfibroblasten 
NRC Gallengangepithelzelllinie aus der Ratte 
N-Terminus Amino-Terminus 
Occ Occludin 
PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung (engl. phosphate buffered saline) 
PBS +/+ PBS mit Ca2+ und Mg2+ 
PCF-Filter Zellkulturfilter mit Matrix aus Polycarbonat 
Pcoeff parazellulärer Permeationskoeffizient 
PCR Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction) 
PDZ Diese Abkürzung ergibt sich aus den ersten Buchstaben der drei Proteine, 
bei denen die PDZ-Domäne zuerst beschrieben wurde: post synaptic 
density Protein, Drosophila disc large tumor suppressor und ZO-1. 
PLC Phosholipase C 
PVDF Polyvinylidenfluorid 
Rb engl. junctinal resistance, bei ECIS-Messungen der Teil des parazellulären 
Widerstands, der durch den junctional complex bedingt ist 
RLE engl. rat lung enodthelial  (Endothelzellen aus der Lunge einer Ratte) 
rpm Umdrehungen pro Minute (engl. rounds per minute) 
RT Raumtemperatur 
SDS Natrium-Dodecylsulfat (engl. sodium dodecyl sulfate) 
SDS-PAGE SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 
SEM Standardfehler des Mittelwertes (engl. standard error of the mean) 
SH3 engl. Src-homology 3 
siRNA engl. small interfering RNA 
SK-CO15 humane Kolonepithelzelllinie 
SKOV3 humane Ovarkarzinomzelllinie 
S-MEM engl. Minimum Essential Medium Eagle Spinner Modification 
src Gen, das für eine protoonkogene Tyrosinkinase kodiert  
T84 humane Kolonadenokarzinomzelllinie 







TER transepithelialer elektrischer Widerstand (engl. transepithelia electrical 
resistance) 
TJ engl. tight junction 
TR-BBB Gehirnkapillarendothelzelllinie aus der Ratte 
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan 
üN über Nacht 
UV ultraviolett 
wt Wildtyp 
YFP engl. yellow fluorescent protein 
ZO Zonula occludens 
α bei ECIS-Messungen der Teil des parazellulären Widerstands, der aus der 










Abkürzungen von Aminosäuren 
A/Ala Alanin  
C/Cys Cystein 
D/Asp Asparaginsäure 





K/Lys Lysin  




M/Met Methionin  
N/Asp Asparagin  
P/Pro Prolin  
Q/Gln Glutamin  
R/Arg Arginin  
S/Ser Serin  
T/Thr Threonin  
V/Val Valin  
W/Trp Tryptophan  






In multizellulären Organismen bilden Epithel- und Endothelzellen die äußere Begrenzung 
innerer und äußerer Körperoberflächen bzw. kleiden die Blutgefäße aus. So schaffen sie 
abgegrenzte Organkompartimente mit individuellen, der jeweiligen Funktion angepassten 
Bedingungen. Dazu muss die freie, parazelluläre Diffusion von Stoffen eingeschränkt 
werden. Die Abdichtung des parazellulären Spalts erfolgt durch tight junctions (TJ). Diese 
stellen ein elektronenmikroskopisch sichtbares Netzwerk aus intermembranösen Strän-
gen im apikalen Bereich der lateralen Plasmamembran von Epithel- und Endothelzellen 
dar. Claudine (Cld) bilden das strukturelle Rückgrat der TJ.  
Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmalig gezeigt, dass einzelne Aminosäuren der zwei-
ten extrazellulären Schleife (2. EZS) eines Claudins für die parazelluläre Dichtigkeit einer 
epithelialen Zelllinie essentiell sind. Da endogene TJ-Stränge fast ausschließlich aus 
mindestens zwei verschiedenen Claudinen aufgebaut sind, wurde die Wirkung von Ami-
nosäuresubstitutionen in der 2. EZS von Cld5 auf die parazelluläre Dichtigkeit in einer 
claudinheterogenen Umgebung analysiert. Dafür wurden verschiedene Cld5-Mutanten 
stabil in MDCK-II-Zellen exprimiert. Die Aminosäuresubstitutionen in der 2. EZS von Cld5 
führten nicht nur zum Verlust der durch Cld5wt bedingten parazellulären Abdichtung, son-
dern darüber hinaus zu einer geringeren parazellulären Dichtigkeit im Vergleich zur Vek-
torkontrolle. 
In einem weiteren Teil dieser Arbeit wurde mit einem Peptid, dessen Sequenz der C-
terminalen Hälfte der 1. EZS von Cld1 entsprach (Cld153-81), eine reversible Öffnung der 
TJ von epithelialen Zelllinien erzielt. Peptide, die den entsprechenden Sequenzen der 
1. EZS von Cld2 und Cld5 nachempfunden waren, und Peptide, die anderen Strukturbe-
reichen von Claudinen entsprachen, zeigten dagegen keine Wirkung auf die parazellulä-
re Dichtigkeit der behandelten Zellen. Mit dem N-terminal verkürzten Clostridium perfrin-
gens Enterotoxin-Fragment CPE194-319 wurde ebenfalls eine Reduktion der parazellulären 
Dichtigkeit von Epithelzellen erzielt.  
Insgesamt tragen die Untersuchungen dieser Arbeit zu einem besseren Verständnis der 
durch Claudine vermittelten Abdichtung des parazellulären Spalts bei. Darüber hinaus 
bieten Cld153-81 und CPE194-319 neue Perspektiven für eine gezielte therapeutische Öff-





Epithelial and endothelial cells form the external lining of outer and inner body surfaces 
and blood vessels of multicellular organisms. Thus, they create separate compartments 
each exhibiting an environment optimally adjusted to their respective function. To build 
up such compartments epithelial and endothelial cells have to restrict the paracellular 
diffusion of substances. The paracellular cleft is sealed by tight junctions (TJ). In electron 
microscopical images TJs appear as a network of intermembranous strands in the apical 
region of the lateral cell membrane of epithelial and endothelial cells. Claudins (Cld) form 
the structural backbone of TJs. 
The present study provided evidence for the first time that single amino acids of the sec-
ond extracellular loop (ECL) of a claudin are essential for the paracellular tightness of 
epithelial cells. Because endogenous TJ stands are almost exclusively composed of at 
least two different claudins, the effect of single amino acid substitutions of the second 
ECL of Cld5 were studied in cells expressing various other endogenous claudins except 
Cld5. Point mutants of Cld5 were stably expressed in MDCK-II cells. While the expres-
sion of Cld5wt caused increased paracellular tightness, this effect was completely abol-
ished by the Cld5 point mutants. Furthermore, the mutants even decreased the paracel-
lular permeation of certain substances compared with the vector control. 
Further findings of the present study demonstrated that a peptide corresponding to the 
C-terminal half of the first ECL of Cld1 is capable of opening the TJ in a reversible man-
ner. Peptides based on the amino acid sequence of the first ECL of Cld2, Cld5 or other 
structural domains of claudins failed to show any effect on the paracellular tightness of 
epithelial cells. However, using an N-terminal fragment of clostridium perfringens entero-
toxin (CPE194-319) a reduction of the paracellular tightness of epithelial cells was demon-
strated. 
Taken together, the findings of the present study contribute to a better understanding of 
the sealing of the paracellular cleft by claudins. Furthermore, Cld153-81 und CPE194-319 
open new perspectives for a targeted therapeutic opening of the TJs suited for enhanc-






1.1 Epithel- und Endothelzellen 
Im Laufe der Evolution erfolgte die Entwicklung von Einzellern zu Vielzellern. Die damit 
verbundene Spezialisierung von Zell- und Gewebeverbänden konnte nur durch die Aus-
bildung von Epithel- und Endothelzellen erfolgen. Diese beiden Zelltypen bilden die äu-
ßere Abgrenzung innerer und äußerer Körperoberflächen. Die Endothelzellen stellen 
eine Sonderform der Epithelzellen dar. Sie kleiden die innere Oberfläche der Blutgefäße 
aus. 
Die wichtigste Funktion der Epithel- und Endothelzellen ist die Ausbildung einer physika-
lischen Barriere, die das innere Milieu von Organen gegenüber der Umgebung abgrenzt. 
Zudem regulieren beide Zelltypen den Transport von Wasser und darin gelösten Stoffen. 
Abhängig von ihrer Lokalisation haben Epithelien weitere Funktionen. Im Darm dienen 
sie der Resorption von Nahrungsbestandteilen, in der Lunge dem Abtransport von 
Fremdstoffen, der durch kleine Flimmerhärchen vermittelt wird [Macklin, 26; Smyth, 68; 
Reid, 76]. Das mehrschichtige Epithel der Haut bildet einen mechanischen Schutz ge-
genüber äußeren Einwirkungen wie Licht, Wärme und ultraviolette Strahlung 
[THOMSON, 55]. Die Sekretionsfunktion von Drüsenepithelzellen, die Sinnesfunktion 
von in die Epidermis eingelagerten Mechanorezeptoren und die Stoffwechselfunktion von 
Keratinozyten stellen weitere Aufgaben von Epithelzellen dar [Hume, 27; Waterston, 33; 
WEINTRAUB, 65]. 
Bei der Anwendung oder Einnahme eines Arzneimittels stellen Epithel- und Endothelzel-
len die Stelle des ersten Kontakts zwischen Wirkstoff und Körper dar. Damit sind sie ein 
attraktives Ziel für pharmakologische Beeinflussungen. Gleichzeitig beschränken Endo-
thelzellen die Zugänglichkeit der Gewebe für zahlreiche Wirkstoffe. So stellt beispiels-
weise die Blut-Hirn-Schranke (BHS) für über 90 % der potentiell geeigneten Wirkstoffe 






1.2 Stofftransport und junctional complex 
Der epitheliale bzw. endotheliale Transport von Molekülen kann trans- oder parazellulär 
erfolgen (Abbildung 1). 
 
Abbildung 1: Stofftransport durch epitheliale und endothelialen Zellen (modifiziert nach 
[Tsukita, 00]. 
 
Der transzelluläre Stofftransport wird durch Kanäle oder Transporter katalysiert oder be-
ruht auf Endo- und Exozytose. Diese Transportvorgänge sind für das zu transportierende 
Molekül hochspezifisch. 
Der parazelluläre Transport erfolgt als Diffusion, d.h. als passiver Transport entlang eines 
chemischen oder elektrochemischen Gradienten. Ohne physiologische Barriere würde 
sich bei freier Diffusion stets ein Konzentrationsgleichgewicht einstellen. Um diesen Aus-
gleich zu verhindern und abgegrenzte Reaktionsräume zu schaffen, haben Epithel- und 
Endothelzellen Strukturen entwickelt, die die parazelluläre freie Diffusion von Stoffen 
teilweise deutlich einschränken. 
Die parazelluläre Dichtigkeit von Epithel- und Endothelzellverbänden wird durch die Be-
stimmung des transepithelialen elektrischen Widerstandes (TER) quantifiziert [Powell, 




linien um den Faktor 105 unterscheiden [Van Itallie, 06a]. Auch in vivo wurden deutliche 
Unterschiede beschrieben. So wiesen beispielsweise die Epithelzellen im proximalen 
Tubulus der Niere einen TER von 10 Ω • cm2, die Epithelzellen der Harnblase hingegen 
einen TER von 10.000 Ω • cm2 auf [Cereijido, 00; Staehelin, 73]. 
Für die parazelluläre Dichtigkeit von Zellverbänden sind Strukturen verantwortlich, die als 
junctional complex bezeichnet werden. Diese werden in tight junctions (TJ, auch zonulae 
occludentes), adherens junctions und Desmosomen unterteilt (Abbildung 2). 
 
Abbildung 2: Aufbau des junctional complex am Beispiel einer Epithelzelle (modifiziert nach 
[Johnson, 05a]. 
 
Neben ihren parazellulären Barriereeigenschaften sind diese Strukturen auch für die Po-
larisierung der Zellen verantwortlich, da sie die freie Diffusion von Lipiden und Proteinen 
in der Plasmamembran einschränken (fence function). Dadurch entstehen innerhalb der 
Plasmamembran ein apikaler und ein basolateraler Bereich, die deutlich von einander 
abgegrenzt sind und sich hinsichtlich ihrer Zusammensetzung aus Lipiden und Proteinen 





1.2.1 Tight junctions 
Tight junctions (TJ) stellen in der lateralen Plasmamembran die am weitesten apikal ge-
legene Struktur des junctional complex dar [FARQUHAR, 63]; Abbildung 2).  Elektro-
nenmikroskopische Aufnahmen zeigen, dass sich die Plasmamembranen benachbarter 
Zellen in diesem Bereich bis auf wenige Mikrometer nähern und als Serie von engen 
Zell-Zell-Kontakten erscheinen (kissing points) (Abbildung 3A). Gefrierbruchstudien des 
gleichen Bereichs zeigen die TJ als kontinuierliches Netzwerk aus parallelen Strängen 





Abbildung 3: Ultradünne elektronenmikroskopische Aufnahme der TJ-Region primärer 
humaner Retinaepithelzellen (A). Die Pfeile zeigen Bereiche, in denen sich die Plasma-
membranen der beiden Zellen bis auf wenige Mikrometer nähern (kissing points) [Rajasekaran, 
08]. Gefrierbruchelektronenmikroskopische Aufnahme der von Claudinen gebildeten TJ-
Stränge in einer Darmepithelzelle (B). Die apikal lokalisierten Mikrovilli (MV) ragen ins Darmlu-
men. Die TJ erscheinen als kontinuierliches Netzwerk. Maßstab: 0,5 µm [Achler, 89]. 
 
Dabei sind die Stränge einer Zelle mit den Strängen der benachbarten Zelle assoziiert 
[Furuse, 06]. Wird die Lipiddoppelschicht der Plasmamembran von Epithelzellen zu-
nächst durch Gefrierbruchtechniken getrennt und anschließend elektronenmikroskopisch 
analysiert, werden sowohl eine Assoziation der TJ-Stränge mit der protoplasmatischen 
Hälfte als auch äquivalente Vertiefungen in der korrespondierenden exoplasmatischen 




Assoziation der TJ-Stränge mit der exoplasmatischen Hälfte der Plasmamembran vor 
[Simionescu, 76; Muhleisen, 89]. 
Die TJ sind der Bereich des junctional complex, der die parazelluläre Dichtigkeit von Epi-
thel- und Endothelzellen bestimmt [Cereijido, 00]. Zunächst wurde angenommen, dass 
der TER unmittelbar aus der Anzahl und Komplexität der TJ-Stränge resultiert [Claude, 
73]. Dieser direkte Zusammenhang konnte jedoch nicht für alle Zelltypen bestätigt wer-
den. Daraus wurde die Hypothese abgeleitet, dass TJ auch Poren enthalten, die zwi-
schen offener und geschlossener Konformation wechseln können [Florey, 66; Claude, 
78]. Diese Vermutung wurde durch die Beobachtung unterstützt, dass die Anzahl der TJ-
Stränge proportional zum Logarithmus des TER ist. Tatsächlich erfüllen TJ nicht nur Bar-
rierefunktionen, sondern dienen auch dem parazellulären Stofftransport [Powell, 81]. Die 
ersten Hinweise auf die Bedeutung der TJ für den parazellulären Stofftransport lieferten 
elektrophysiologischen Messungen, in denen gezeigt wurde, dass die Poren im Bereich 
der TJ einen Radius von 3 - 4 nm aufweisen, wohingegen andere Poren in der Plasma-
membran einen Radius von 0,4 nm besitzen [SIDEL, 57; LINDEMANN, 62]. 
Die TJ setzen sich aus über 40 verschiedenen Proteinen zusammen, die sich in trans-
membranale und periphere TJ-Proteine einteilen lassen. Bei den transmembranalen TJ-
Proteinen handelt es sich um transmembranale Proteine, deren extrazelluläre Schleifen 
miteinander interagieren und so den parazellulären Spalt verschließen oder größen- und 
ladungsselektive Poren bilden. Die Funktionen der peripheren TJ-Proteine sind vielfälti-
ger. Einige periphere TJ-Proteine stabilisieren die TJ, indem sie die Transmembranpro-
teine organisieren und mit dem Zytoskelett verankern. Andere Proteine sind an der 
Signaltransduktion beteiligt, tragen zur Ausbildung der Zellpolarität bei oder dienen dem 
Transport von Vesikeln [Gonzalez-Mariscal, 03; Schneeberger, 04]. 
 
1.2.2 Adherence junctions und Desmosomen 
Während TJ in Epithelzellverbänden den größten Teil des junctional complex darstellen, 
machen adherence junctions den größten Teil des junctinal complex von Endothelzell-
verbänden aus [Mehta, 06; Balkovetz, 06]. Im Bereich der adherence junctions und 
Desmosomen weisen die lateral apikalen Membranabschnitte zweier benachbarter Zel-
len bereits einen größeren räumlichen Abstand zueinander auf. Diese Strukturen dienen 




Verbindung der Zellen und ihrer Zytoskelette. Auf Grund des kom-plexen Aufbaus des 
junctional complex wird im Folgenden nur auf die für diese Arbeit relevanten TJ-Proteine 
eingegangen. 
 
1.3 Proteine der tight junctions 
In den vergangenen 20 Jahren wurden über 40 TJ-relevante Proteine entdeckt. Die im 
Folgenden beschriebenen Proteine gehören zu den transmembranalen TJ-Proteinen, die 
mit ihren extrazellulären Domänen den interzellulären Raum durchspannen und damit 
die parazelluläre Barriere aufbauen oder zu den peripher assoziierten Gerüstproteinen, 
die für die korrekte Lokalisation der transmembranalen Proteine sorgen und sie mit dem 
Zytoskelett verankern.  
 
1.3.1 Periphere tight junction-Proteine 
Das erste TJ-Protein wurde 1986 entdeckt. Es hat eine molekulare Masse von 220 kDa 
und wurde nach seiner Lokalisation und Funktion Zonula Occludens-1 (ZO-1) genannt 
[Stevenson, 86]. Fünf bzw. sieben Jahre später wurden mit ZO-2 (160 kDa) und ZO-3 
(130 kDa) zwei weitere Mitglieder dieser Proteinfamilie entdeckt [Gumbiner, 91; Balda, 
93]. Die ZO-Proteine gehören zu den Gerüstproteinen, die das Rückgrat der TJ ausbil-
den. Für alle drei Vertreter wurde mittels Elektronenmikroskopie eine ausnahmslose Lo-
kalisation an der zytoplasmatischen Oberfläche der TJ in unmittelbarer Nähe zur Plas-
mamembran nachgewiesen [Turksen, 04]. Die ZO-Proteine interagieren mit zahlreichen 
anderen TJ-Proteinen und sind damit an deren korrekter Lokalisation beteiligt. Alle drei 
ZO-Proteine besitzen, beginnend vom N-Terminus, drei PDZ-Domänen, eine Src onco-
gene homoly region 3 (SH3) und eine katalytisch inaktive Guanylatkinase (GUK) homo-
loge Region [Woods, 93; Haskins, 98; Itoh, 93; Jesaitis, 94; Willott, 93]. Diese Befunde 
deuten darauf hin, dass die ZO-Proteine zur Familie der membrane-associated guanyla-
te kinases (MAGUK) gehören [Anderson, 95; Kim, 95; Woods, 93]. ZO-Proteine weisen 
zudem eine saure und eine prolinreiche Region auf. Diese sind bei ZO-1 und ZO-2 am 
C-Terminus lokalisiert, bei ZO-3 hingegen zwischen der PDZ2 und PDZ3. Die prolinrei-
che Region von ZO-1 kann an Aktin binden und dient daher der Verbindung der TJ mit 




Ausbildung einer hydrophoben Vertiefung in der Lage, an das ebenfalls C-terminal lokali-
sierte Motiv T/SXV (X: beliebige Aminosäure) zu binden [Fanning, 99]. Über diese Inter-
aktionen wird sowohl eine Heterodimerisierung zwischen der PDZ2 von ZO-1 mit der 
PDZ2 von ZO-2 und ZO-3 sowie eine Homodimerisierung zwischen zwei PDZ2 von ZO-1 
vermittelt [Wittchen, 99; Utepbergenov, 06]. Für die PDZ1 der ZO-Proteine wurden direk-
te Bindungen an die transmembranalen TJ-Proteine Occludin, junctional adhesion mole-
cules (JAM), coxsackie and adenovirus receptor (CAR) sowie den C-Terminus von Clau-
dinen demonstriert [Itoh, 99; Ebnet, 08]. Trotz dieser zahlreichen Interaktionspartner hat 
der Verlust von ZO-1 lediglich eine verzögerte Ausbildung der TJ zur Folge, die sich je-
doch funktionell nicht von den Wildtyp-TJ unterscheiden [McNeil, 06; Rapoport, 80]. Auch 
hinsichtlich des TER wurde nach einem ZO-1 knock out in Eph4 Zellen kein Unterschied 
zu den nativen Eph4 Zellen gefunden [Rapoport, 80]. Erst der Verlust von ZO-1 und ZO-
2 führte in den bereits ZO-3-freien Eph4 Zellen zum Abfall des TER [Umeda, 06]. 
 
1.3.2 Transmembranale tight junction-Proteine 
Claudine wurden 1998 erstmalig beschrieben [Furuse, 98a]. Sie bilden den Hauptbe-
standteil der TJ-Stränge und regulieren die parazelluläre Dichtigkeit [Simon, 99]. Gegen-
wärtig umfasst diese Proteinfamilie 24 Mitglieder [Angelow, 08]. Sie gehören zusammen 
mit Occludin, JAM und Trizellulin zur Gruppe der transmembranalen TJ-Proteine 
[Furuse, 98a; Ikenouchi, 05; Coyne, 05; Furuse, 93; Bazzoni, 03]. Auf Grund der zentra-




Das etwa 60 kDa große Occludin wurde 1993 als erstes transmembranales TJ-Protein 
entdeckt [Furuse, 93; Ando-Akatsuka, 96]. Occludin besitzt einen 149 Aminosäuren lan-
gen intrazellulären N-Terminus, vier transmembranale Domänen, zwei extrazelluläre 
Schleifen (EZS, erste EZS: 45 Aminosäuren, zweite EZS: 44 Aminosäuren) und einen 
254 Aminosäuren umfassenden intrazellulären C-Terminus. Über den C-Terminus wird 
eine Interaktion mit ZO-1 vermittelt [Furuse, 94]. Die Überexpression von Occludin in 




auch zur Erhöhung der parazellulären Permeation von 4 kDa-FITC-Dextran [McCarthy, 
96; Balda, 96]. Außerdem war die Anzahl der TJ-Stränge erhöht [McCarthy, 96]. Nach 
Transfektion von Occludin in TJ-freie Insektenzellen wurden keine konventionellen TJ-
Stränge ausgebildet, sondern lediglich Anreicherungen von Occludin in den Zell-Zell-
Kontakten occludinexprimierender Zellen beobachtet [Furuse, 96]. Die Zerstörung beider 
Occludin-Allele in embryonalen Stammzellen beeinträchtigte weder die Ausbildung der 
TJ oder des TER noch die Polarisierung der Zellen [Saitou, 98]. Ebenso waren Ausbil-
dung und Funktion der TJ bei Occludin knock out Mäusen nicht gestört. Dennoch wiesen 
die Mäuse in verschiedenen Organen zahlreiche pathogene Veränderungen auf. Sie 
zeigten beispielsweise chronische Entzündungsreaktionen, eine Hyperplasie des Mage-
nepithels, eine Hodenatropie, eine Ausdünnung kompakter Knochen sowie Kalziumabla-
gerungen im Gehirn [Saitou, 00]. Diese Befunde deuteten darauf hin, dass die Funktion 
von Occludin über die Ausbildung von TJ hinausreicht. Die genaue Bedeutung von Occ-
ludin ist zum gegenwärtigen Zeitpunkt noch ungeklärt. Obwohl Occludin selbst keine TJ-
Stränge ausbilden kann, wird es dennoch in bestehende Stränge eingebaut und ist am 
Aufbau des parazellulären Widerstands beteiligt. Da die beiden extrazellulären Schleifen 
von Occludin zwar reich an G und Y sind, jedoch nur wenige geladene Aminosäuren 
enthalten, ist zumindest kein direkter Einfluss von Occludin auf die Ausbildung ladungs-
selektiver Ionenporen anzunehmen [Furuse, 93; Schneeberger, 04]. 
 
1.3.2.2 Junctional adhesion molecules 
Die JAM sind eine Gruppe transmembranaler TJ-Proteine, die zur Immunglobulin-
Superfamilie gehört. Sie haben ein Molekulargewicht von etwa 32 kDa und durchspan-
nen die Plasmamembran mit einer Transmembrandomäne [Martin-Padura, 98]. Sie be-
sitzen zwei immunglobulinähnliche extrazelluläre Schleifen und eine C-terminale intrazel-
luläre Domäne. Ihre Expression ist nicht auf Epithel- und Endothelzellen beschränkt, 
sondern sie wurden beispielsweise auch in TJ-freien Leukozyten nachgewiesen [D'Atri, 
02]. JAM werden anhand ihrer Sequenzähnlichkeiten in zwei Gruppen eingeteilt. Eine 
Gruppe umfasst JAM-1, -2 und -3. Diese drei Isoformen besitzen ein intrazelluläres Klas-
se II PDZ-Bindemotiv und können direkt mit ZO-1 interagieren [D'Atri, 02; Ebnet, 00]. Die 
andere Gruppe umfasst JAM mit einem intrazellulären Klasse I PDZ-Bindemotiv. Dazu 




genaue Funktion der JAM in den TJ ist gegenwärtig noch unklar. Für JAM-1 wurden ne-
ben intrazellulären Bindungspartnern auch homo- und heterophile Wechselwirkungen mit 
seiner extrazellulären Domäne gezeigt [Bazzoni, 00; Kostrewa, 01]. Daher ist JAM-1 an 
verschiedenen Funktionen beteiligt, beispielsweise an der Regulation der Barrierefunkti-
on, dem Aufbau der TJ in epithelialen und endothelialen Zellen, der Leukozytentrans-
migration, der Angiogenese sowie der Plättchenaggregation [Martin-Padura, 98; Liu, 00; 
Mandell, 04; Laukoetter, 07; Naik, 03]. Außerdem dient es als Virusrezeptor [Forrest, 03; 
Barton, 01]. Die Expression von JAM in TJ-freien L-Fibroblasten führte nicht zur de novo 
Ausbildung von TJ-Strängen [Itoh, 01]. Für CAR wurde ein Einfluss auf die parazelluläre 
Dichtigkeit von Epithelzellen nachgewiesen. Die Expression von CAR in MDCK-I-Zellen 
führte zur Erhöhung des TER und nach Expression in CHO (Chinese hamster ovary) 
Zellen (zur Reduktion der parazellulären Permeation von 40 kDa-FITC-Dextran [Cohen, 
01]. Auch in humanen Lungenepithelzellen wurde gezeigt, dass die Überexpression von 
CAR zu einem signifikant höheren TER führt [Walters, 02]. Die Gabe eines CAR-
Antikörpers hingegen führte zur Störung der TJ Ausbildung und zu einem signifikant re-
duzierten TER [Walters, 02]. 
 
1.3.2.3 Trizellulin 
Der zuletzt entdeckte Vertreter der transmembranalen TJ-Proteine ist Trizellulin. Dieses 
63,6 kDa Protein ist an trizellulären Kontakten (Stellen, an denen drei Epithelzellen auf-
einander treffen) lokalisiert [Ikenouchi, 05]. Trizellulin besitzt vier transmembranale Do-
mänen und einen intrazellulären C-Terminus, der zu 32 % mit dem von Occludin über-
einstimmt. Die Reduktion der Expression von Trizellulin in EphH4 Zellen (murine 
Brustdrüsenepithelzelllinie) durch RNA-Interferenz führte zu einer Reduktion von Occlu-
din in den TJ sowie zur Abnahme des TER und der parazellulären Dichtigkeit gegenüber 
4 kDa-FITC-Dextran [Ikenouchi, 05]. Die zusätzliche Expression von Trizellulin in Cld1-
exprimierenden L-Fibroblasten führte zur stärkeren Quervernetzung der gebildeten TJ-
Stränge [Ikenouchi, 08]. In Eph4-Zellen, in denen die Expression von ZO-1 und ZO-2 
durch einen kock out bzw. knock down verhindert bzw. stark reduziert wurde, war Trizel-
lulin nicht länger in den TJ lokalisiert [Umeda, 06; Ikenouchi, 07]. Der knock down von 
Occludin mittels siRNA führte in MDCK-II-Zellen zum Verlust der Trizellulinanreicherung 




len [Ikenouchi, 08]. Obwohl Trizellulin ubiquitär in Epithelzellen exprimiert wird, wurde 
bisher nur Taubheit als Folge einer Trizellulinmutation beschrieben [Riazuddin, 06]. 
 
1.3.3 Claudine 
Bei der Suche nach dem strukturellen Rückgrat der TJ-Stränge (Abbildung 3B) wurden 
1998 in einer angereicherten TJ-Fraktion der Hühnerleber zwei 22 kDa Proteine ent-
deckt, die als Cld1 und Cld2 bezeichnet wurden [Furuse, 98a]. Seitdem wurden 22 weite-
re Vertreter der Claudinfamilie (18 bis 27 kDa) in Säugetieren gefunden [Forster, 08]. 
Alle Claudine besitzen vier transmembranale Domänen (TMD) mit einer großen ersten 
und einer zweiten kleinen extrazellulären Schleife (EZS) sowie einen intrazellulären N- 
und C-Terminus (Abbildung 4). Die Topologie der Claudine entspricht der des Occludins. 
 
Abbildung 4: Allgemeine Struktur und Topologie von Claudinen. Die Positionen konservierter 
geladener Aminosäuren sind mit „+“ und „-“ gekennzeichnet [Gonzalez-Mariscal, 03]. 
 
Dennoch gibt es keine Sequenzgemeinsamkeiten zwischen den Claudinen und Occludin 
[Furuse, 98a]. Obwohl die Claudine phylogenetisch einander ähneln, weisen sie dennoch 
einige strukturelle Unterschiede auf. Cld16 besitzt einen stark verlängerten N-Terminus, 
Cld18 eine verlängerte 2. EZS und Cld23 einen im Vergleich zu den anderen Claudinen 




ben, dass sich Cld16 und Cld23 am stärksten von den übrigen Claudine unterscheiden. 
Die größte strukturelle Ähnlichkeit besteht zwischen Cld6 und 9, gefolgt von Cld3 und 4 
sowie Cld1 und 7 [Hewitt, 06]. Davon ausgehend werden die Claudine auch in klassische 
und nicht klassische Claudine eingeteilt. Zu den klassischen Claudine gehören: Cld1 -
 10, 14, 15, 17 und 19. 
Claudine sind im Gegensatz zu anderen TJ-Proteinen in der Lage, TJ-Stränge de novo 
aufzubauen. So führt die Transfektion von Claudinen in TJ-freie L-Fibroblasten zur Aus-
bildung von TJ-Strängen [Furuse, 98b]. 
Claudine werden gewebespezifisch exprimiert [Tsukita, 01; Turksen, 04; Furuse, 06; 
Hewitt, 06]. So enthalten beispielsweise die TJ der BHS andere Claudine als die TJ von 
Nierenepithelzellen. Da im Regelfall mindestens zwei verschiedene Claudine in einem 
Gewebe exprimiert werden, bestehen TJ-Stränge aus verschieden Claudinisoformen. 
Die Barriereeigenschaften der TJ eines Gewebes werden maßgeblich von den Claudi-
nen bestimmt, aus denen sie aufgebaut sind. Die Expression von Claudinen kann sowohl 
zur Erhöhung als auch zur Abnahme des TER führen. So führte beispielsweise die Ex-
pression von exogenem Cld2 in MDCK-I-Zellen zu einer Abnahme des TER um Faktor 
20, was etwa dem TER von endogen Cld2-exprimierenden MDCK-II-Zellen entspricht 
[Furuse, 01]. Damit besteht ein unmittelbarer Zusammenhang zwischen der parazellulä-
ren Dichtigkeit einer Zelllinie und der Kombination der exprimierten Claudine. Während 
die endogen Cld1- und Cld4-exprimierenden MDCK-I-Zellen einen TER von etwa 
11.000 Ω • cm2 aufwiesen, führte die zusätzliche Expression von Cld2 zu einem TER von 
etwa 300 Ω • cm2. [Furuse, 01]. Im Gegensatz dazu führte die Expression von Cld5 in 
verschiedenen Epithelzellen zu einer Erhöhung des TER [Amasheh, 05; Wen, 04; Soma, 
04]. Des Weiteren wurde nach der Expression von exogenem Cld1, Cld4, Cld5, Cld6, 
Cld8, Cld9, Cld11, Cld14, Cld15, Cld16, Cld18 und Cld19 in MDCK-II-Zellen ein signifi-
kant erhöhter TER nachgewiesen [Inai, 99; Van Itallie, 01; Wen, 04; Yu, 03; Van Itallie, 
03; Ben Yosef, 03; Ikari, 06; Angelow, 07a; Sas, 08]. 
Der Einfluss der Claudine auf den TER ergibt sich durch die Ausbildung größen- und 
ladungsselektiver Poren. Am häufigsten wurde in diesem Zusammenhang untersucht, 
inwieweit eine erhöhte Claudinexpression zur veränderten parazellulären Permeation 











Tabelle 1: Änderung der elektrophysikalischen Eigenschaften von epithelialen oder endo-
thelialen Zelllinien nach exogener Expression von Claudinen (↑ Anstieg, ↓ Abfall, ↔ unverän-
dert, n.a.: nicht analysiert). 
Protein Zelllinie TER PNa+/ PCl- PNa+ PCl- Referenz 
Cld1 Eph4 ↔ n.a. n.a. n.a. [Furuse, 01] 
Cld1 MDCK-II ↑ n.a. n.a. n.a. [Inai, 99] 
Cld1 MDCK-II T23 ↑ n.a. n.a. n.a. [McCarthy, 00] 
Cld2 Caco-2 ↓ ↑ ↑ n.a. [Fujita, 08] 
Cld2 LLC-PK1 ↓ ↑ n.a. n.a. [Van Itallie, 03] 
Cld2 MDCK-I ↓ n.a. n.a. n.a. [Furuse, 01] 
Cld2 MDCK-C7 ↓ ↑ n.a. n.a. [Amasheh, 02; Van Itallie, 08] 
Cld2 MDCK-II ↔ ↔ n.a. n.a. [Van Itallie, 03] 
Cld3 IB3.1 ↔ n.a. n.a. n.a. [Coyne, 03] 
Cld3 MDCK-I ↔ n.a. n.a. n.a. [Furuse, 01] 
Cld3 NIH/3T3 ↔ n.a. n.a. n.a. [Coyne, 03] 
Cld4 MDCK-II ↑ ↓ ↓ ↔ [Van Itallie, 01] 
Cld4 LLC-PK1 ↑ ↔ n.a n.a. [Van Itallie, 03] 
Cld5 Caco-2 ↑ n.a. n.a. n.a. [Amasheh, 05] 
Cld5 MDCK-II ↑ ↓ ↓ n.a. [Wen, 04] 
Cld5 RLE ↑ n.a. n.a. n.a. [Soma, 04] 
Cld6 MDCK-II ↑ ↓ n.a. ↓ [Sas, 08] 
Cld7 Caco-2 ↓ n.a. n.a. n.a. [Fujita, 08] 
Cld7 LLC-PK1 ↑ ↓ n.a. n.a. [Alexandre, 05] 




Cld8 MDCK-II ↑ ↓ ↓ ↔ [Yu, 03; Angelow, 06; Jeansonne, 
03] 
Cld9 MDCK-II ↑ ↓ n.a. ↓ [Sas, 08] 
Cld10a LLC-PK1 ↓ ↔ ↔ ↑ [Van Itallie, 06b] 
Cld10a MDCK-II ↔ ↓ ↓ ↑ [Van Itallie, 06b] 
Cld10b LLC-PK1 ↓ ↔ ↑ ↔ [Van Itallie, 06b] 
Cld10b MDCK-II ↔ ↔ ↔ ↔ [Van Itallie, 06b] 
Cld11 LLC-PK1 ↓ ↔ n.a. n.a. [Van Itallie, 03] 
Cld11 MDCK-II ↑ ↓ n.a. n.a. [Van Itallie, 03] 
Cld12 Caco-2 ↓ ↔ ↔ n.a. [Fujita, 08] 
Cld14 MDCK-II ↑ ↓ ↓ ↔ [Ben Yosef, 03] 
Cld15 LLC-PK1 ↓ ↑ n.a. n.a. [Van Itallie, 03; Bagnat, 07] 
Cld15 MDCK-I ↓ n.a. n.a. n.a. [Bagnat, 07] 
Cld15 MDCK-II ↑ ↔ n.a. n.a. [Van Itallie, 03] 
Cld16 LLC-PK1 ↓ ↑ ↑ n.a. [Hou, 05] 
Cld16 MDCK-II ↑ ↓ ↓ ↔ [Ikari, 04; Ikari, 06] 
Cld16 MDCK-II n.a. ↔ ↔ ↔ [Hou, 05] 
Cld18 MDCK-II ↑ ↓ ↓ ↔ [Jovov, 07] 
Cld19  LLC-PK1 ↑ ↑ ↔ ↓ [Hou, 08] 
Cld19 MDCK-II ↑ ↓ ↓ ↔ [Angelow, 07a] 
 
1.3.4 Die extrazellulären Schleifen der Claudine 
Bisher wurde gezeigt, dass die EZS der Claudine den parazellulären Spalt verschließen 
und damit die Diffusion von großen Molekülen und Proteinen verhindern. Außerdem 
wurde demonstriert, dass die EZS der Claudine den gezielten Transport von Ionen er-
möglichen. Claudine sind in der Lage, Poren mit einem Durchmesser von etwa 6 Å zu 
bilden [Spring, 98]. Eine Besonderheit dieser Poren besteht darin, dass sie im Gegensatz 
zu konventionellen Ionenkanälen parallel zur Plasmamembran ausgerichtet sind (Abbil-
dung 1). Da sich die durch Claudine gebildeten Poren hinsichtlich ihrer Spezifität unter-
scheiden, ergibt sich ein TER für eine Zelllinie, der sowohl von den abdichtenden Eigen-




Die unterschiedlichen Einflüsse der Claudine auf die parazelluläre Dichtigkeit lassen sich 
auf die verschiedenen Aminosäuren in den EZS zurückführen. Die 1. EZS der Claudine 
besteht aus etwa 50 Aminosäuren. Trotz diverser Varianten innerhalb der Claudine gibt 
es in dieser Region einen hochkonservierten Bereich, der das Motiv GLWXXC(8-
10 Aminosäuren)C beinhaltet. Die besondere Rolle der EZS bei der Ausbildung der Barriere-
funktion und Ionenselektivität wurde durch das Einbringen von Mutationen in die 1. und 
2. EZS und durch das Generieren chimärer Claudinproteine demonstriert. Während die 
Überexpression von Cld4wt in MDCK-II-Zellen zur Abnahme der parazellulären Na+-
Permeabilität führt, wurde dieser Effekt nicht mehr beobachtet, wenn an Position 65 in 
der 1. EZS von Cld4 die basische Aminosäure K durch die saure Aminosäure D ersetzt 
wurde [Colegio, 02]. In einem umgekehrten Ansatz wurden eine saure Aminosäure in der 
1. EZS von Cld15 durch eine basische Aminosäure substituiert. Der Austausch von D zu 
R an Position 55 sowie von E zu K an Position 64 führte zur Abnahme der parazellulären 
Na+-Permeation bei gleichzeitiger Zunahme der Cl--Permeation, die bei Kombination der 
Mutationen noch größer ausfiel [Colegio, 02]. Um chimäre Claudinproteine zu generie-
ren, wurden die EZS einzelner Claudine ausgetauscht und die Wirkung auf TER und 
Ionenselektivität untersucht. Ein in MDCK-II-Zellen exprimiertes Cld2 mit der 1. EZS von 
Cld4 bzw. beiden EZS von Cld4 führte zum deutlichen Anstieg des TER, wohingegen der 
abdichtende Effekt eines Cld4 mit der 1. EZS von Cld2 bzw. beiden EZS von Cld2 nur zu 
einem vergleichsweise geringen Anstieg des TER führte [Colegio, 03]. Für Cld4 wurde 
bisher nicht nur eine abdichtende Wirkung beschrieben, sondern auch eine Selektivität 
für Anionen. Im Gegensatz dazu bildet Cld2 selektive Kationenporen aus [Van Itallie, 01]. 
Die von den chimären Proteinen gebildeten TJ-Stränge wiesen die gleiche Morphologie 
wie die TJ-Stränge aus nativem Cld2 und Cld4 auf [Colegio, 03]. Die EZS der Claudine 
scheinen demnach keinen Einfluss auf die Strangbildung zu haben. Ein weiterer Einfluss 
der 1. EZS auf die parazelluläre Anionen- und Kationenpermeabilität wurde bei Cld16 
beobachtet. Während Cld16 in LLC-PK1-Zellen eine erhöhte parazelluläre Na+-
Permeabilität bewirkt, führt der Austausch der negativ geladenen Aminosäuren von 
Cld16 gegen ungeladene Aminosäuren zum Verlust dieses Effekts. Zusammenfassend 
kann die 1. EZS der Claudine neben ihrer abdichtenden Wirkung auch für die Ausbildung 
größen- und ionenselektiver Poren, die durch die geladenen Aminosäureseitenketten 





Die 2. EZS der Claudine besteht aus etwa 20 Aminosäuren. Dabei ist die Varianz zwi-
schen den Claudinen im Vergleich zu den Transmembranregionen wesentlich größer 
[Hewitt, 06]. Die Bedeutung der 2. EZS wurde bisher wenig untersucht. Für Cld5 und 16 
wurde gezeigt, dass die 2. EZS an der Lokalisation der Claudine in den TJ beteiligt ist. 
So führten Aminosäuresubstitutionen in diesem Bereich zum Verlust der TJ-Lokalisation 
in der Plasmamembran [Piontek, 08; Hou, 05]. 
 
1.3.5 Zytoplasmatische und transmembranale Regionen der Claudine 
Der C-Terminus ist für den korrekten Einbau der Claudine in die TJ und für ihre Stabilität 
verantwortlich [Ruffer, 04; Arabzadeh, 06]. Über die hier lokalisierte PDZ-Bindedomäne 
(einzige Ausnahme Cld12) ist eine direkte Interaktion mit ZO-1, ZO-2 und ZO-3 möglich 
[Itoh, 99]. Darüber hinaus wurden auch Interaktionen mit weiteren zytoplasmatischen TJ-
Proteinen beschrieben [Hamazaki, 02; Jeansonne, 03; Lee, 06]. Claudinmutanten, bei 
denen die PDZ-Bindedomäne nicht zugänglich war, waren noch immer in Zell-Zell-
Kontakten lokalisiert, allerdings waren die ausgebildeten TJ-Stränge wesentlich unge-
ordneter und nicht mehr ausschließlich auf die apikolaterale Plasmamembran beschränkt 
[Furuse, 99; McCarthy, 00]. Darüber hinaus ließen sich bei vielen Claudinen im C-
Terminus potentielle Ser und/oder Thr-Phosphorylierungsstellen finden. So wird bei-
spielsweise beim Cld1 der Ratte das Thr an Position 203 durch die Mitogen-aktivierte 
Proteinkinase und die Proteinkinase C phosphoryliert [Fujibe, 04; Nunbhakdi-Craig, 02]. 
Weitere Phosphorylierungen wurden für Cld5 (Ratte, T207) und Cld3 (Mensch, Y193) 
durch die cAMP-abhängige Proteinkinase sowie für Cld1 - 4 durch die Lysin-defiziente 
Proteinkinase 4 gezeigt [Ishizaki, 03; Soma, 04; D'Souza, 05; Yamauchi, 04]. Die 
Phosphorylierung des humanen Cld4 am Thr 208 durch die Rezeptortyrosinkinase 
EphA2 hatte eine direkte Wirkung auf die Ausbildung der TJ. Sie führte zu einer reduzier-
ten Assoziation von Cld4 mit ZO-1, einem verminderten Einbau von Cld4 in Zell-Zell-
Kontakte und einem langsameren Wiederaufbau der TJ nach kalziumfreien Kulturbedin-
gungen [Tanaka, 05]. Für Cld5 wurde in einer Endothelzelllinie nachgewiesen, dass 
Phosphorylierungen einen Einfluss auf die Barrierefunktion haben. Der Verlust der Phos-
horylierungsstelle durch Substitution von Thr durch Ala an Position 207 führte zu einem 




Die Funktion des zwei bis sechs Aminosäuren umfassenden N-Terminus der Claudine ist 
unbekannt. Im Gegensatz dazu konnten einige Funktionen der vier TMD durch human-
pathogene Mutationen aufgeklärt werden. Mutationen im Cld14, 16 und 19 führten bei 
den Betroffenen unter anderem zu Nierenfunktionsstörungen, einschließlich daraus re-
sultieren Konsequenzen [Wattenhofer, 05; Hou, 05; Konrad, 06]. Nach Aminosäuresub-
stitutionen in der 4. TMD von Cld16 konnte gezeigt werden, dass diese Mutanten im en-
doplasmatischen Retikulum verbleiben und daher nicht mehr in der Plasmamembran 
lokalisiert sind [Hou, 05]. Dennoch basiert der Strukturbereich der vier TMD nur auf Se-
kundärstrukturvorhersagen und wurde experimentell noch nicht nachgewiesen. 
 
1.3.6 Claudininteraktionen 
Die abdichtende Funktion der Claudine ergibt sich aus der Wechselwirkung von benach-
barten Claudinen innerhalb einer Plasmamembran (cis-Interaktionen) sowie von Claudi-
nen in der gegenüberliegenden Plasmamembran der benachbarten Zelle (trans-
Interaktionen) (Abbildung 5). Die cis-Interaktion von Claudinen innerhalb einer Plasma-
membran führt zur Strangbildung. Diese Stränge wiederum können über eine trans-
Interaktion mit den parallel orientierten TJ-Strängen in der gegenüberliegenden Plasma-
membran der benachbarten Zelle interagieren und somit gepaarte TJ-Stränge ausbilden 
[Furuse, 99]. Dabei können sowohl identische Claudinisoformen (homophile Interaktion) 
als auch verschiedene Claudinisoformen (heterophile Interaktion) miteinander interagie-
ren (Abbildung 5). Beispielsweise wurde bei einer gemeinsamen Kultur von Cld1-, Cld2- 
oder Cld3-transfizierten L-Fibroblasten beobachtet, dass Cld3-Stränge sowohl mit Cld1- 
als auch Cld2-Strängen assoziierten, wohingegen keine Assoziation zwischen Cld1- und 





Abbildung 5: Schematische Darstellung möglicher homophiler und heterophiler Claudinin-
teraktionen 
 
In Zellen, die endogen weder TJ ausbilden noch Occludin oder JAM exprimieren, führt 
die Expression von exogenen Claudinen zur Ausbildung von TJ-Strängen. Das kann als 
Hinweis auf Claudininteraktionen angesehen werden. Homopolymere Claudinstränge 
wurden für die Claudine 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 11, 14 und 19 nach Transfektion in HEK-293-
Zellen, murine L-Fibroblasten und COS-7 Zellen mittels Gefrierbruchelektronenmikro-
skopie nachgewiesen [Sonoda, 99; Furuse, 98b; Furuse, 99; Piontek, 08; Morita, 99b; 
Turksen, 01; Nunes, 06; Wattenhofer, 05; Miyamoto, 05]. Heteropolymere kontinuierliche 
Claudinstränge wurden für die Kombinationen Cld1/Cld3 und Cld1/Cld3/Cld5 beschrie-
ben. Die Kombinationen Cld1/Cld2 sowie Cld2/Cld3 führen zu diskontinuierlichen Strän-
gen [Furuse, 99; Coyne, 03]. 
Für homophile Cld5-Interaktionen wurde in vorangegangenen Untersuchungen gezeigt, 
dass einzelne Aminosäuren der 2. EZS von Cld5 für die Wechselwirkung von Cld5-
Proteinen in gegenüberliegenden Zellen verantwortlich sind [Piontek, 08]. Nach Trans-
fektion von Cld5wt-YFP in claudinfreie, TJ-lose HEK-293-Zellen wurde eine Anreicherung 




beobachtet. Allerdings reicherte es sich nicht in den Plasmamembranen transfizierter 
Zellen an, die an untransfizierte Zellen grenzten. Wenn eine transfizierte Zelle an keine 
weitere transfizierte Zelle grenzte, waren die Cld5-Signale gleichmäßig über die gesamte 
Plasmamembran verteilt. Um die Bedeutung einzelner Aminosäuren in der 2. EZS von 
Cld5 zu untersuchen, wurden sie gegen A oder Q ausgetauscht. Bei den Aminosäure-
substitutionen Y148A, Y158A und E159Q wurde infolge fehlender trans-Interaktion ein 
vollständiger Verlust der Kontaktanreicherung von Cld5-YFP in den benachbarten Plas-
mamembranen von transfizierten HEK-293-Zellen beobachtet. Die Substitution von K 
nach A an Position 157 hingegen führte zum vollständigen Verlust der Membranlokalisa-
tion von Cld5. Die subzelluläre Lokalisation der Cld5R145A-Mutante unterschied sich nicht 
von der des Cld5wt. 
 
1.3.7 Claudin-5 und die Blut-Hirn-Schranke 
Die TJ spielen beim Aufbau der 1885 von Paul Ehrlich erstmalig beschriebenen Blut-
Hirn-Schranke (BHS) eine wichtige Rolle [Reese, 67; Brightman, 69; van Deurs, 79]. Sie 
verbinden einzelne Gehirnkapillarendothelzellen und schränken damit die freie parazellu-
läre Diffusion von Stoffen aus dem Blut ins Gehirn ein [Pardridge, 05]; Abbildung 6). 
 
Abbildung 6: Schematische Darstellung des Aufbaus der Blut-Hirn-Schranke (modifiziert 





Durch die BHS wird das neuronale Gewebe vor im Blut zirkulierenden toxischen Stoffen 
geschützt und die Homöostase im Gehirn aufrechterhalten. Für Gehirnkapillarendothel-
zellen sind hohe TER-Werte zwischen 1000 - 1500 Ω • cm2 charakteristisch [Butt, 90]. In 
den TJ der BHS wurden bisher die Claudine 1, 3, 5 und 12 nachgewiesen [Morita, 99b; 
Wolburg, 02; Wolburg, 03; Liebner, 00b; Forster, 07; Nitta, 03]. Außerdem wurden Occlu-
din, JAM-1 sowie ZO-1 mittels Immunogoldmarkierung in humanen Gehirnkapillaren 
nachgewiesen [Vorbrodt, 04]. 
Insbesondere Cld5 scheint für den Aufbau der BHS von großer Bedeutung zu sein. Bei 
Cld5-knock out-Mäusen war die BHS für Moleküle mit einem Molekulargewicht < 800 Da 
stärker durchlässig, wohingegen für größere Moleküle der Eintritt in das Hirngewebe 
nicht möglich war [Nitta, 03]. Die erhöhte parazelluläre Permeation von Molekülen 
< 800 Da hatte eine letalen Effekt. Die Mäuse wurden zwar lebend geboren, starben je-
doch zehn Stunden nach der Geburt [Nitta, 03]. Allerdings wiesen die in der BHS der 
Cld5-knock out-Mäuse gebildeten TJ keine mikroskopischen Besonderheiten auf [Nitta, 
03]. Bei Wildtypmäusen führte der transiente knock down von Cld5 mittels Cld5-siRNA 
ebenfalls zu einer größenselektiven Öffnung der BHS. Für kleine Markermoleküle (443 
und 782 Da) wurde eine erhöhte Durchlässigkeit festgestellt. Die Durchlässigkeit für grö-
ßere Moleküle (4400 Da) war hingegen unverändert [Campbell, 08]. 
Aufgrund der großen Bedeutung von Cld5 für die parazelluläre Dichtigkeit der BHS ge-
genüber Molekülen < 800 Da könnte Cld5 als molekulares Ziel für die größenselektive 
Öffnung der BHS genutzt werden. Durch gezieltes, reversibles Ausschalten der Cld5-
vermittelten Abdichtung des parazellulären Spalts könnten kleine Wirkstoffmoleküle, die 
zur Therapie von Gehirnerkrankungen geeignet sind, die BHS überwinden. Gleichzeitig 
bliebe die Abdichtung des parazellulären Spalts gegenüber größeren, unerwünschten 
Molekülen (z. Bsp. Albumin) erhalten. 
 
1.3.8 Claudinassoziierte Erkrankungen 
Aufgrund der zentralen Bedeutung der Claudine für die Ausbildung der TJ führen Mutati-
onen oder eine veränderte Expression dieser Proteine zu verschiedenen Erkrankungen. 
Mögliche Folgen sind Tumore, inflammatorische Erkrankungen, Nierenfunktionsstörun-
gen, bakterielle Infektionen sowie Schädigungen des Hörvermögens. Mutationen inner-




von dem betroffenen Claudin zu einer geringeren oder erhöhten parazellulären Dichtig-
keit führen. Letzteres trifft auf Nierenerkrankungen zu, die mit Claudinmutationen assozi-
iert sind. In unterschiedlichen Nierenregionen, die verschiedene Reabsorptions- und Ex-
kretionsaufgaben gewährleisten, sind die TJ aus unterschiedlichen Claudinen 
zusammengesetzt [Kiuchi-Saishin, 02; Enck, 01; Abuazza, 06; Angelow, 07a; Li, 04; Van 
Itallie, 06b; Konrad, 06; Simon, 99]. Die Expression von Cld16 ist auf den dicken aufstei-
genden Teil der Henle-Schleife (pars recta) und den anschließenden distalen Konvolut 
(pars convoluta) des Nephrons beschränkt. Hier erfolgt die Reabsorption von Mg2+ und 
Ca2+ vermutlich durch Poren, die von Cld16 gebildet werden [Simon, 99]. Verschiedene 
Mutationen im Cld16 (gehäuft in der 1. EZS) führen zu einer gestörten Reabsorption von 
Mg2+ und Ca2+ und damit zu familia hypomagnesemia with hypercalciuria and nephrocal-
cinosis (FHHNC), einer autosomal-rezessiven Erkrankung. Die betroffenen Patienten 
weisen eine verminderte Magnesiumkonzentration im Blut, eine erhöhte Kalziumkonzent-
ration im Urin sowie Kalziumablagerungen in den Nieren auf [Simon, 99; Weber, 01; Mul-
ler, 03; Kausalya, 06; Praga, 95; Simon, 99]. Derselbe renale Phänotyp wurde bei einer 
Mutation in der 1. EZS von Cld19 gefunden [Konrad, 06]. Auch diese Mutation stört die 
Ausbildung funktionell aktiver Poren, was zu einer verminderten Reabsorption von Mg2+ 
und Ca2+ führt. Da Cld19 neben der Niere auch im Auge exprimiert wird, zeigen die be-
troffenen Patienten neben den genannten Nierenfunktionsstörungen auch Erkrankungen 
des visuellen Systems [Konrad, 06]. Eine weitere autosomal-rezessive Erkrankung wird 
durch eine Mutation im Cld14 verursacht, durch die die Patienten unter Taubheit leiden 
[Wilcox, 01; Ben Yosef, 03]. 
Doch nicht immer sind nur einzelne Claudine betroffen. Bei der Autoimmunerkrankung 
Morbus Crohn, einer chronisch entzündlichen Darmerkrankung, weisen die Epithelzellen 
des sigmoidalen Colons der Patienten einen deutlich reduzierten TER auf, der sich durch 
die geringere Expression der abdichtenden Claudine 5 und 8 sowie die erhöhte Expres-
sion des porenbildenden Cld2 ergibt [Zeissig, 07]. Darüber hinaus bestehen die gebilde-
ten TJ nur aus diskontinuierlichen Strängen [Zeissig, 07]. 
Besonders häufig wurden Veränderungen der Claudinexpression bei Tumoren beschrie-
ben. Bei vielen Tumoren ist die Expression von Cld1 reduziert. Daher wird vermutet, 
dass eine geringe Cld1-Expression eine Voraussetzung für die Invasion und Metastasie-




on von Cld3 und 4 gefunden. Beispiele für Tumoren mit bekannter veränderter Claudi-
nexpression sind in Tabelle 2 zusammengefasst. 
Tabelle 2: Veränderte Claudinexpression bei Tumorerkrankungen 
Tumor Betroffene Claudine Referenz 
Barrett-Metaplasie Cld1 ↓ [Rendon-Huerta, 03] 
Brustkrebs Cld1 ↓, 3 ↑, 4 ↑, 7 ↓ [Tokes, 05; Hewitt, 06; Kominsky, 03; 
Kominsky, 04] 
Dickdarmtumor Cld1 ↑ [Miwa, 01] 
Eierstocktumor Cld3 ↑, 4 ↑, 7 ↑ [Hewitt, 06; Rangel, 03; Hough, 00] 
Glioblastoma multiforme Cld1 ↓, 3 ↓ [Liebner, 00a; Wolburg, 03] 
Lebertumor Cld7 ↑ [Hewitt, 06] 
Lungentumor Cld3 ↑, 4 ↑, 7 ↑ [Hewitt, 06] 
Magengeschwür Cld3 ↑, 4 ↑, 7 ↑ [Hewitt, 06] 
Nierentumor Cld3 ↑ [Hewitt, 06] 
Pankreastumor Cld4 ↑, 7 ↑ [Hewitt, 06; Sato, 04; Nichols, 04] 
Perineurioma Cld1 ↓ [Folpe, 02] 
Prostatatumor Cld1 ↓, 3 ↑, 4 ↑, 7 ↓ [Sheehan, 07; Hewitt, 06; Long, 01] 
Schilddrüsenadenom Cld1 ↓, 4 ↓, 7 ↓ [Tzelepi, 08] 
Speiseröhrenkrebs Cld1 ↓ [Miyamoto, 08] 
Uterustumor Cld3 ↑, 4 ↑ [Santin, 07] 
 
Mutationen innerhalb eines Claudingens oder eine veränderte Expression der Claudine 
sind nicht die einzigen Ursachen für eine claudinassoziierte Erkrankung. Eine bakterielle 
oder virale Infektion kann die Funktion der Claudine ebenfalls beeinflussen. So entfaltet 
beispielsweise das bakterielle Enterotoxin des Clostridium perfringens (CPE) seine Wir-
kung, indem es an Cld3 und 4 bindet und die betroffene Zelle innerhalb von fünf Minuten 
lysiert [McClane, 79]. Gegenwärtig versucht man, diesen Effekt durch den Einsatz ver-
schiedener CPE-Fragmente therapeutisch zu nutzen [Kominsky, 07]. Des Weiteren kann 
eine Heliobacter pylori Infektion im Magenepithel zum Verlust der Expression von Cld4 




Cld9 beim Eindringen des Hepatitis-C-Virus in die Wirtszelle als Corezeptor dient [Evans, 
07; Meertens, 08]. 
 
1.4 Bestimmung des parazellulären Widerstands 
1.4.1 Bestimmung des transepithelialen elektrischen Widerstands im klas-
sischen Filterkultursystem 
Die Bestimmung des TER von Epithel- und Endothelzellen im Filterkultursystem ist eine 
verbreitete Methode, um die Ausbildung von TJ oder deren Veränderung zu untersuchen. 
Dabei werden Zellen standardmäßig auf transmembranalen Zellkultureinsätzen ausge-
sät, so dass nach dem Erreichen der Konfluenz der parazelluläre Widerstand mit einer 
Silber-Silberchlorid-Handelektrode und einem Volt-Ohm-Meter gemessen wird [Balda, 
93; Wen, 04; Mrsny, 08; Volpe, 08]. Dabei taucht eine Elektrode in das apikale Medium 
über den Zellen ein, während die andere Elektrode in das basale Kompartiment unter 
den Zellen gehalten wird. 
Obwohl diese Technik gegenwärtig die Standardmethode zur Bestimmung des parazellu-
lären Widerstands darstellt, gibt es zahlreiche Parameter, die die Vergleichbarkeit ge-
messener Werte erschweren. Beispielsweise hängt der gemessene Widerstand vom 
verwendeten Filtermaterial ab [Lo, 99]. So weisen MDCK-II-Zellen auf Nylon- oder Nitro-
zellulosefiltern Widerstände zwischen 40 - 100 Ω • cm2 auf, wohingegen der Einsatz von 
Polycarbonatfiltern zu Widerständen zwischen 100 - 300 Ω • cm2 und sogar über 
500 Ω • cm2 führt [Barker, 81; Cereijido, 78; Wen, 04; Lo, 99; Van Itallie, 03; Jovov, 07; 
Angelow, 07a]. Auch beeinflussen Porenanzahl und -größe des Filtermaterials den ge-
messenen Widerstand. Die Beschichtung der Filter mit einer extrazellulären Matrix hat 
ebenfalls einen Einfluss auf den gemessenen Widerstand. Bei Widerstandsmessungen 
im klassischen Filterkultursystem kann nicht zwischen dem Teil des gemessenen Wider-
stands, der auf der Ausbildung von TJ zwischen den Zellen beruht (dem eigentlichen 
TER) und dem Teil des gemessenen Widerstands, der durch die Adhäsion der Zellen an 
das Substrat verursacht wird, unterschieden werden. Folglich wird der gesamte Wider-
stand gemessen, der sich aus beiden Teilwiderständen zusammensetzt. So können Zel-
len in einer Widerstandsmessung zwar identische Werte generieren, aber die Werte 




Substrat beruhen. Dabei bleibt unklar, welchen Beitrag jeder Teilwiderstand leistet. Ein 
weiteres Problem dieser Methode besteht darin, dass keine kontinuierliche Aufzeichnung 
des Widerstands möglich ist, was den Nachweis relevanter Werte beeinträchtigt. 
 
1.4.2 Bestimmung des parazellulären Widerstands im Electric cell-
substrate Impedance Sensing-System 
Aufgrund der Probleme bei der TER-Bestimmung im klassischen Filterkultursystem wur-
de eine Methode entwickelt, bei der die Zellen direkt auf Elektroden ausgesät werden 
und der Widerstand kontinuierlich von einem Computer aufgezeichnet wird [Giaever, 91; 
Tiruppathi, 92; Lo, 99; Wegener, 00; Arndt, 04; McCoy, 05]. Ein Vorteil dieser als Electric 
cell-substrate Impedance Sensing (ECIS) bezeichneten Methode besteht darin, dass 
innerhalb des Gesamtwiderstands (Impedanz) zwischen dem parazellulären Widerstand 
Rb (junctional resistance) und dem Widerstand α, der aus der Adhäsion der Zellen an das 
Substrat resultiert, unterschieden werden kann. Auch lassen sich Aussagen zur Memb-
rankapazität (Cm)und zu Mikrobewegungen der Zellen treffen [Giaever, 91]. Ein weiterer 
Vorteil der ECIS-Messung besteht in der automatisierten Aufzeichnung der Messwerte, 
die gewährleistet, dass keine relevanten Messpunkte verloren gehen.  
Im Gegensatz zum Volt-Ohm-Meter, das Gleichstrom liefert, wird bei der ECIS-Messung 
Wechselstrom genutzt. Aufgrund der verschiedenen physikalischen Prinzipien, auf denen 
beide Messverfahren beruhen, ist es nicht möglich, Widerstände, die mit diesen Metho-
den gemessen wurden, direkt miteinander zu vergleichen. Überdies sind ECIS-
Messungen, die mit Trägern durchgeführt wurden, auf denen sich nur eine Elektrode 
befindet, nicht mit ECIS-Messungen vergleichbar, die mit Trägern durchgeführt wurden, 
die 10 oder 40 Elektroden enthalten, weil zwischen verschiedenen Elektroden Wechsel-
ströme auftreten. Des Weiteren wird die Frequenz, die zur Messung des Widerstands 
verwendet wird, für jede Zelllinie optimiert, was wiederum einen direkten Vergleich ge-
messener Widerstände verhindert. 
 
1.4.3 Bestimmung des parazellulären Widerstands im cellZscope 
Seit kurzem ist mit dem cellZscope ein Messsystem verfügbar, bei dem die Zellen auf 




wird. Diese Technik kombiniert die Vorteile der TER-Messung im klassischen Filterkultur-
system und der parazellulären Widerstandsmessung im ECIS-System. 
 
1.5 Beeinflussung der parazellulären Dichtigkeit von Epithelzel-
len 
Die gezielte Öffnung von TJ, insbesondere in der BHS, ist Gegenstand zahlreicher Un-
tersuchungen. Vor allem die Behandlung von Gehirntumoren erweist sich als problema-
tisch, da 90 % der potentiell wirksamen Zytostatika die BHS nicht überwinden können. 
Als allgemeine Regel gilt, dass lipophile Moleküle < 500 Da die BHS passieren [Miller, 
04]. Andere Stoffe benötigen für den Eintritt ins Gehirn einen Transporter. Obwohl sich 
die pharmazeutische Industrie auf die Entwicklung kleiner Moleküle konzentriert und da-
mit bei der Behandlung von Epilepsie, chronischen Schmerzen, Depressionen und Schi-
zophrenie erfolgreich war, konnten bislang noch keine kleinen Moleküle entwickelt wer-
den, die bei der Behandlung von Alzheimer, Chorea Huntington, Schlaganfällen und 
Hirntumoren wirksam sind [Miller, 04]. Zwar wäre es möglich, den Transport von Wirk-
stoffen durch die BHS ins Gehirn durch gezielte Beeinflussung von Transportern, die in 
Endothelzellen exprimiert werden, zu verbessern. Allerdings ist dieser Ansatz ineffizient, 
da jeder Transporter nur eine begrenzte Anzahl von Wirkstoffen transportiert. Auch kann 
diese Strategie nicht für Wirkstoffe genutzt werden, für die kein Transporter in der BHS 
exprimiert wird. Daher wird gegenwärtig die Strategie bevorzugt, die gesamte BHS für 
einen definierten Zeitraum zu öffnen. Ein Nachteil dieser Strategie besteht darin, dass 
nicht nur dem gewünschten Wirkstoff der Zugang zum Gehirn ermöglicht wird. 
1.5.1 Osmotisch aktive Substanzen 
Mannitol wird zur Öffnung der BHS bereits in der klinischen Praxis angewandt. Diese 
Methode wurde vor über 20 Jahren entwickelt und stellt das erste Verfahren dar, das am 
Menschen zugelassen wurde [Neuwelt, 79; Neuwelt, 80; Siegal, 00; Kroll, 98]. Dabei wird 
eine hochmolare Mannitollösung in die Nackenarterie des Patienten injiziert. Infolge der 
höheren Osmolarität der Zuckerlösung wird das Wasser aus den Endothelzellen gezo-
gen, was zum Schrumpfen der Zellen und einem damit verbundenen Aufbrechen des 
junctional complex führt. Mit dieser Methode kann die BHS bis zu 40 Minuten geöffnet 




Vergleich zu den unbehandelten Tieren eine 10- bis 100-fach höhere Menge der einge-
setzten Medikamente ins Gehirn eindringen kann. Diese Öffnung der BHS wurde mit 
Mannitolkonzentrationen von 1,4 - 1,6 M erreicht [Neuwelt, 80]. Beim Einsatz geringerer 
Konzentrationen um 1,1 M blieb die Wirkung aus [Rapoport, 80; Ikeda, 02]. Allerdings 
konnte mit 1,1 M Mannitol, das auf 4°C abgekühlt wurde, die gleiche Wirkung wie mit 1,6 
M Mannitol erzielt werden, dessen Temperatur 24°C betrug [Ikeda, 02]. Nach Behand-
lung mit 1,6 M Mannitol wurden regionale Unterschiede in der parazellulären Permeation 
beobachtet. Daraus wurde geschlussfolgert, dass trotz der geöffneten BHS nicht alle 
Teile des Gehirns für die Moleküle gleich gut zugänglich sind [Brown, 04]. 
 
1.5.2 Clostridium perfringens Enterotoxin 
Das Bakterium Clostridium perfringens sezerniert das Clostridium perfringens Enteroto-
xin (CPE), ein 319 Aminosäuren langes und damit etwa 35 kDa großes Polypeptid. Bei 
Infektionen mit Clostridium perfringens führt CPE zum Absterben der infizierten intestina-
len Epithelzellen, was sich klinisch in Durchfallerkrankungen manifestiert und als Le-
bensmittelvergiftung vom Typ A klassifiziert ist. 
Das CPE-Protein weist fünf funktionelle Regionen auf. Die N-terminalen 44 Aminosäuren 
reduzieren die zytotoxische Wirkung des CPE. Beispielsweise wies CPE45-319 im Ver-
gleich zum CPE1-319 die doppelte zytotoxische Wirkung auf [Kokai-Kun, 97]. Eine weitere 
N-terminale Verkürzung des CPE hingegen führt zum Verlust der zytotoxischen Wirkung. 
So zeigten CPE53-319 sowie Konstrukte mit größeren N-terminalen Deletionen keine zyto-
toxische Wirkung, obwohl die Bindung an den Rezeptor nicht beeinträchtigt war [Kokai-
Kun, 97]. Eine weitere bedeutsame Region umfasst die Aminosäuren 45 - 53, die an der 
Bildung eines großen CPE-Komplexes und einer Zelllyse beteiligt sind [Smedley, III, 04]. 
Es wird vermutet, dass die Aminosäuren 81 - 106 für die Porenbildung verantwortlich 
sind. So bilden CPE-Deletionsmutanten ohne diesen Bereich zwar CPE-Komplexe, än-
dern aber die Permeabilität der Plasmamembran nicht. Als längstes nicht-zytotoxisches 
CPE-Deletionskonstrukt wurde CPE116-319 beschrieben [Kokai-Kun, 99]. Die Aminosäuren 
185 - 319 sind für Interaktionen mit Claudinen verantwortlich. Dabei sind die 30 C-
terminalen Aminosäuren für die Bindung an den CPE-Rezeptor essentiell [Hanna, 91; 
Kokai-Kun, 97]. Bereits der Verlust der fünf C-terminalen Aminosäuren führt zum Verlust 




hat CPE290-319, das nur die Bindungsregion enthält, keinen Einfluss auf den TER von Ca-
co-2-Zellen oder die intestinale Aufnahme von 4 kDa-FITC-Dextran bei Ratten 
[Masuyama, 05]. In einer Veröffentlichung aus dem Jahr 2008 wurde jedoch eine Sen-
kung des TER von Caco-2-Zellen durch CPE290-319 beschrieben [Ling, 08]. 
Als endogene CPE-Rezeptoren wurden zwei TJ-Proteine identifiziert [Katahira, 97a; Ka-
tahira, 97b]. Nachdem gezeigt wurde, dass es sich dabei um Cld3 und Cld4 handelte 
[Sonoda, 99; Fujita, 00] versuchte man, diesen Befund für die Tumortherapie zu nutzen, 
da die Expression von Cld3 und Cld4 in Tumoren erhöht ist [Kominsky, 04; Kominsky, 
07]. Während zur Tumorbekämpfung das full length-CPE genutzt wird, um die Tumorzel-
len zu lysieren, werden zur Öffnung von TJ CPE-Deletionskonstrukte eingesetzt, denen 
die 183 N-terminalen Aminosäuren fehlen. CPE184-319 (C-CPE) bindet an Cld3 und 4, wo-
durch es den parazellulären Widerstand epithelialer Zellen signifikant senkt, aber nicht 
zur Lyse der Zellen führt [Sonoda, 99; Takahashi, 05; Masuyama, 05; Harada, 07]. Aller-
dings wurde bisher die Reduktion des parazellulären Widerstands durch CPE fast aus-
schließlich bei basolateraler Applikation beobachtet [Sonoda, 99; Takahashi, 05; Masuy-
ama, 05]. Eine Reduktion des parazellulären Widerstands bei apikaler Anwendung von 
C-CPE wurde bisher nur in einer Publikation beschrieben. Sie trat bei der Behandlung 
von SKOV3 Zellen (Tumorzellen aus humanen Ovarien) mit C-CPE auf [Litkouhi, 07]. 
Allerdings wurden die Widerstandsmessungen nicht auf Zellkulturfiltern, sondern im 
ECIS-System durchgeführt, in dem die Zellen schlechter polarisieren, so dass die TJ für 
C-CPE leichter zugänglich sind [Butor, 92]. 
 
1.5.3 Tight junction-Peptide 
Claudinpeptide stellen neue Wirkstoffe zum Öffnen von TJ dar. Beispielsweise wurde 
beobachtet, dass das Peptid Cld153-80, das die Aminosäuren 53 - 80 der 1. EZS von Cld1 
umfasst, die parazelluläre Dichtigkeit von Epithelzellen senkt. Die Behandlung von Cld1-
exprimierenden T84-Zellen (humane Kolonadenokarzinomzelllinie) mit 25 µM Cld153-80 
führte zu einer signifikanten Reduktion des TER und einer erhöhten parazellulären Per-
meation von 3 kDa-FITC-Dextran [Mrsny, 08]. Ebenso wurde bei Ratten nach in vivo Be-
handlung mit Cld153-80 eine erhöhte gastrische Permeation nachgewiesen [Mrsny, 08]. 
Ähnliche Effekte wurden auch mit Occ184-227, einem 44 Aminosäuren umfassenden Pep-




nachgewiesen. Die Behandlung von in A6 Zellen (Nierenepithelzelllinie aus dem Krallen-
frosch) mit 5 µM Occ184-227 führte zur Reduktion des TER sowie zur Erhöhung der para-
zellulären Permeation von Mannitol, Inulin, 30 kDa Dextran und 40 kDa Dextran [Wong, 
97]. 
Ein ähnlicher Effekt wurde für das 19 Aminosäuren umfassende Peptid Occ210-228 ge-
zeigt, das ebenfalls einem Abschnitt der 2. EZS von Occludin entsprach. Die Behandlung 
von T84-Zellen mit 200 µM Occ210-228 führte zur signifikanten Reduktion des TER und zur 
Erhöhung der parazellulären Permeation von 3 kDa-FITC-Dextran [Nusrat, 05]. 
Neben Peptiden, deren Aminosäuresequenzen von tight junction-Proteinen abgeleitet 
wurden, konnten die TJ auch durch Peptide geöffnet werden, deren Aminosäuresequenz 
keinem TJ-Protein nachempfunden wurde [Reddy, 93; Broughman, 04; Johnson, 05b; 




Die TJ öffnende Wirkung von Caprat (Natriumdecanoat, C10) wurde in zahlreichen Arbei-
ten untersucht. Dabei wurde beobachtet, dass die Aufnahme von nicht TJ gängigen Me-
dikamenten durch gleichzeitige Gabe von Caprat deutlich erhöht werden konnte. Die 
Wirkung von Caprat beruht auf einer Interaktion mit der Phospolipase C (PLC) in der 
Plasmamembran, durch die wiederum Ca2+ aus intrazellulären Speichern freigesetzt 
werden. Ca2+ aktiviert die myosin light chain kinase (MLCK), die daraufhin Calmodulin 
bindet und somit zu calmodulin-abhängigen Kontraktionen der Aktinmikrofilamente und 
zu Catherinendozyotose führt. Infolge dieser Prozesse brechen die TJ auf [Sawada, 91; 
Lindmark, 98]. Die Wirkung von Caprat auf die TJ konnte durch Hemmung der PLC auf-
gehoben werden [Tomita, 95; Lindmark, 98]. 
 
1.5.5 Weitere Ansätze zur Öffnung der tight junctions 
Gegenwärtig wird der Einsatz von Bradykinin zur spezifischen Öffnung der BHS bei Ge-
hirntumoren diskutiert. Obwohl Gehirntumoren die Integrität der BHS stören können, 




Die Gabe geringer Bradykinindosen führte bei primären Gehirnendothelzellen zur gerin-
geren Expression von ZO-1, Cld5 und Occludin sowie zu Veränderungen des Aktin-
Zytoskeletts. Dadurch war die Durchlässigkeit der primären Gehirnendothelzellen für 
Meerrettichperoxidase und Albumin deutlich erhöht und der TER niedriger [Liu, 08]. Auch 
mit dem Bradykinin Analogon RMP-7 wurde eine Öffnung der BHS erzielt [Sanovich, 95]. 
Die Möglichkeiten des Einsatzes von siRNA werden ebenfalls gegenwärtig getestet. Die 
Injektion von Cld5-siRNA in Mäuse führte zur Reduktion der Expression von Cld5, die 
sich erst drei bis sieben Tage nach der Applikation normalisierte. Der transiente knock 
down von Cld5 erhöhte die Durchlässigkeit der BHS für kleine Markermoleküle (443 und 
782 Da), ohne jedoch die Durchlässigkeit für größere getestete Moleküle (4400 Da) zu 
beeinflussen [Campbell, 08]. Dieser Befund ist mit der Beobachtung konform, dass die 
BHS von Cld5-knock-out-Mäusen für Moleküle < 800 Da durchlässiger war als bei Wild-
typmäusen [Nitta, 03]. 
Die Gegenwart von Ca2+ ist für die Ausbildung und Aufrechterhaltung der TJ essentiell 
[Pitelka, 83; Gonzalez-Mariscal, 90]. Werden MDCK-II-Zellen in konfluenter Dichte in 
Gegenwart von Ca2+ ausgesät, bilden sie innerhalb von 12 - 16 h TJ aus [Cereijido, 78]. 
In Abwesenheit von Ca2+ werden die Komponenten der TJ zwar synthetisiert, erreichen 
aber die Plasmamembran nicht, sondern akkumulieren im Bereich des Golgi-Apparats 
[Gonzalez-Mariscal, 90]. Die Ca2+-Abhängigkeit der Ausbildung und Aufrechterhaltung 
von TJ kann mit dem calcium switch assay untersucht werden. Dabei werden Zellen zu-
nächst in Medium mit normaler Ca2+-Konzentration kultiviert. Anschließend folgt eine 
Inkubation in Ca2+-freiem Medium und darauf eine Ca2+-Resupplementierung. 
 
1.6 Zielstellung 
TJ verschießen einerseits die parazellulären Zwischenräume und bilden anderseits la-
dungs- sowie größenselektive Poren aus. Damit gewährleisten sie die Homöostase ein-
zelner Organe und sind für das Leben unerlässlich. Gleichzeitig stellen TJ für die Thera-
pie vieler Erkrankungen ein Hindernis dar, weil sie zahlreiche potentiell wirksame und vor 
allem bereits verfügbare Wirkstoffe aus dem Zielgewebe ausschließen. Beispielsweise 
können viele Patienten, die an Gehirntumoren leiden, nicht adäquat behandelt werden, 




winden können. Die gezielte pharmakologische Hemmung von auswärtsgerichteten 
Transportern der BHS verbessert aufgrund deren hohen Substratspezifität jeweils nur die 
Penetrationsfähigkeit weniger Wirkstoffe. Im Gegensatz dazu könnte eine gezielte, tem-
porär begrenzte Öffnung der TJ der BHS den Eintritt vieler und vor allem strukturell ver-
schiedener Wirkstoffe ins Gehirn verbessern und damit einen breiteren therapeutischen 
Nutzen erzielen. 
Um die TJ der BHS gezielt temporär öffnen zu können, ist es notwenig, den Aufbau der 
BHS genau zu untersuchen. Da Claudine den Hauptbestandteil der TJ-Stränge ausma-
chen und als einzige TJ-Proteine in der Lage sind, TJ-Stränge de novo zu bilden, fällt 
ihnen die Schlüsselrolle bei der therapeutischen Öffnung der TJ zu. Für die Dichtigkeit 
der BHS ist Cld5 von besonderer Bedeutung. Cld5-knock out-Mäuse bilden eine BHS 
aus, die für Molekühle < 800 Da durchlässig ist [Nitta, 03]. Es wurde bereits gezeigt, 
dass die 2. EZS von Cld5 für Interaktionen zwischen Cld5 in den Plasmamembranen 
benachbarter Zellen verantwortlich ist. Ferner wurde nachgewiesen, dass der Austausch 
bestimmter Aminosäuren in der 2. EZS von Cld5 in einer homogenen Cld5-Umgebung 
zum Verlust dieser Interaktionen führt [Piontek, 08]. 
Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Bedeutung ausgewählter Aminosäuren der 2. EZS 
von Cld5 für die parazelluläre Dichtigkeit von Epithelzellen mit heterogener Claudi-
nexpression untersucht werden. Dafür sollten stabil transfizierte MDCK-II-Zelllinien gene-
riert werden, die entweder Cld5wt oder verschiedene Cld5-Mutanten exprimieren. Der 
Einfluss der Mutationen auf die parazelluläre Dichtigkeit der Zellen sollte durch Messung 
des parazellulären Widerstands und Bestimmung der Permeationskoeffizienten für Mole-
küle verschiedener Größenordnungen charakterisiert werden. Desweiteren sollte unter-
sucht werden, ob die Cld5-Mutationen den Abbau und Wiederaufbau der TJ sowie die 
subzelluläre Lokalisation von TJ-Proteinen während und nach einer Phase Ca2+-freier 
Kulturbedingungen beeinflussen. 
Ein weiteres Ziel dieser Arbeit bestand darin, die Wirkung von TJ-modulierenden Sub-
stanzen auf die parazelluläre Dichtigkeit zu untersuchen. In Anlehnung an Untersuchun-
gen, in denen ein Cld1-Peptid identifiziert wurde, das den TER von Epithelzellen senkt, 
[Mrsny, 08], sollte der Einfluss verschiedener Claudinpeptide auf die parazelluläre Dich-
tigkeit von Epithelzellen untersucht werden. Außerdem sollte der Effekt von CPE-




In dieser Arbeit sollte der parazelluläre Widerstand von Epithelzellen sowohl mittels TER-
Messung im klassischen Filterkultursystem als mittels Impedanzmessung im ECIS-
System bestimmt werden. Anschließend sollten die Vor- und Nachteile dieser beiden 
Techniken verglichen werden. 
Insgesamt sollte mit dieser Arbeit ein Beitrag zum besseren Verständnis der molekularen 
Struktur von TJ als auch deren Modulation geleistet werden. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Materialien 
In Tabelle 3 sind die Geräte und Verbrauchsmaterialien aufgelistet, die in dieser Arbeit 
verwendet wurden. 
Tabelle 3: Liste der Geräte und Verbrauchsmaterialien 
Geräte und Materialien Modell Hersteller 
Agarosegelkammer Agagel Mini Biometra GmbH, Göttingen, Deutschland 
Brutschrank für Bakterienkul-
turen TH15 
Edmund Bühler GmbH, He-
chingen, Deutschland 
CO2 Inkubator für Zellkultur BB 6060 
Heraeus Instruments, Hanau, 
Deutschland 
CO2 Inkubator für Zellkultur CB 210  
Binder GmbH, Tuftlingen, 
Deutschland 
Cryo-Lager- und Transportsys-
tem für Stickstofflagerung von 
Zelllinien 
Apollo®, Chronos® Cryotherm, Euteneuen, Deutschland 
Deckgläser 12 mm Durchmesser Menzel-Gläser, Braunschweig, Deutschland 
Elektroporationsküvetten 1 mm Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland 
Elektroporator für Bakterien EasyjecT Prima EquiBio/Thermo Electron, Milford, USA 
Elektroporator für Zelllinien NucleofectorTM I Amaxa Biosystems, Köln, Deutschland 
Filterpapier (Western Blot) Extra dickes Filterpapier Bio-Rad Laboratories GmbH, München, Deutschland 
Fluoreszenzmikroskop BH2-RFCA Olympus, Hamburg, Deutsch-land 
Gel-Dokumentationsgerät BioDoc CCD Kamera Biometra, Göttingen, Deutsch-land 
Heizblock Thermomixer 5436 Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
Impedanzmessgerät CellZScope nanoAnalytics, Münster, Deutschland 
Impedanzmessgerät ECISTM 1600R Applied Biophysics, NY, USA 
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Impedanzmessgerät cellZscope® nanoAnalytics, Münster, Deutschland 
Klonierungsplatte 384-Wells Greiner Bio-One, Friecken-hausen, Deutschland 
Kühlzentrifuge Sorvall Evolution RC  Thermo Scientific, Bonn, Deutschland 
Laser-Scanning-Mikroskop LSM 510 META-UV Carl Zeiss Jena GmbH, Jena, Deutschland 
Laser-Scanning-Mikroskop LSM 510 META-NLO Carl Zeiss Jena GmbH, Jena, Deutschland 
Mikrotiterplatte 96-Well, flach, transparent TPP, Trasadingen, Schweiz 
Netzteil für Elektrophorese Power Supply 3000Xi Bio-Rad Laboratories GmBH, München, Deutschland 
Objektträger SuperFrost® Menzel-Gläser, Braunschweig, Deutschland 
Parafilm Parafilm® M Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
PCR-Gerät DNA Engine Bio-Rad Laboratories GmbH, München, Deutschland 
Phasenkontrastmikroskop Phase Contrast ULWCD 0.30 Olympus, Hamburg, Deutsch-land 
pH-Meter MP225 Mettler-Toledo GmbH, Gies-sen, Deutschland  
Rotator Blood Tube Rotator SB1 Stuar Scientific, Staffordshire, England 
SDS-
Gelelektrophoresekammer 
Mighty Small II SE250/SE260 
(Hoefer) 
Amersham Biosciences Euro-






SpeedVac DNA 110 Savant, Thermo Scientific, Bonn, Deutschland 
Spektrophotometer DU 640 Beckman Coulter GmbH, Kre-feld, Deutschland 
Sterilwerkbank S-1200 




Heidolph Instruments GmbH & 
Co. KG, Schwabach, Deutsch-
land 
Tischkühlzentrifuge 5810R Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
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pe GmbH, Freiburg, Deutsch-
land 
Transilluminator Lumi-Imager F1TM Boehringer-Mannheim GmbH, Mannheim, Deutschland 
Ultraschallgerät Vibracell 72434 Fisher Bioblock Scientific, Illkirch, Frankreich 
Volt-Ohm-Meter Millicell®-ERS Millipore, Eschborn, Deutsch-land 
Western Blot-Apparatur Trans-Blot SD Semi-Dry trans-fer cell 
Bio-Rad Laboratories GmbH, 
München, Deutschland 
Zellkulturflasche Cellbind® Surface 75 cm² Corning, Berlin, Deutschland 
Zellkulturflasche 25 und 75 cm² TPP, Trasadingen, Schweiz  
Zellkulturflasche 25 und 75 cm² Greiner Bio-One, Frickenhau-sen, Deutschland 
Zellkulturplatte Mit 6 oder 24 Wells TPP, Trasadingen, Schweiz 
Zellkulturträger für ECIS ECIS Träger mit 1, 10 oder 40 Elektroden Ibidi, Martinsried, Deutschland 
Zellschaber Zellschaber TPP, Trasadingen, Schweiz 
Zellzählgerät Casy® 1 Cell Counter Schärfe-Systems, Reutlingen, Deutschland 
 
In Tabelle 4 sind die verwendeten Chemikalien und Kulturmedien aufgelistet. 
Tabelle 4: Liste der Chemikalien und Kulturmedien 
Name Verwendungszweck Hersteller 
1 kb DNA-Marker (GeneRu-
lerTM) Agarosegelelektrophorese 
Fermentas Life Science, St. 
Leon-Rot, Deutschland 
Aceton Immunfluoreszenzfärbung J.T. Baker, Deventer, Holland 
Agar-Agar Bakterienkultur Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Agarose Auftrennung von DNA-Fragmenten 
Serva Electrophoresis GmbH, 
Heidelberg, Deutschland 
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Ampicillin-Natriumsalz Bakterienkultur Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
APS Western Blot Bio-Rad Laboratories GmbH, München, Deutschland 
BSA Western Blot Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland 
Casyton® Zellzählung Schärfe-Systems, Reutlingen, Deutschland 
Chelex Zellkultur Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland 
DAPI Immunfluoreszenzfärbung Molecular Probes/Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland  
Dexamethason Zellkultur Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland 
DMEM (3,7 g/l NaHCO3, 1 g/l 
Glukose, ohne L-Glutamin) Zellkultur 
Biochrom AG, Berlin, Deutsch-
land 
DMEM/HAM’s F12 Zellkultur Gibco/Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
DMSO Zellkultur Biochrom AG, Berlin, Deutsch-land 
DNA Ladepuffer Loding Dye 
Solution (6 x) Agarosegelelektrophorese 
Fermentas Life Science, St. 
Leon-Rot, Deutschland 
ECL Western blotting detec-
tion reagents Western Blot 
Amersham Biosciences Euro-
pe GmbH, Freiburg, Deutsch-
land 
EGTA Zellkultur Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland 
Epidermaler Wachstumsfaktor Zellkultur Gibco/ Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Essigsäure Western Blot Merck Bioscience Ltd., Darm-stadt, Deutschland 
Ethidiumbromid Agarosegelelektrophorese Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
FCS Zellkultur Biochrom, Berlin, Deutschland 
FD10 Zellkultur Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland 
FDS Zellkultur Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland 
Forskolin Zellkultur Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland 
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G418 Zellkultur Merck Bioscience Ltd., Darm-stadt, Deutschland 
Gentamicin Zellkultur Gibco/ Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Glukose Bakterienkultur Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Glutaraldehyd Gefrierbruchelektron-enmikroskopie 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim, Deutschland 
Glycerol Bakterienkultur Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Glycin Western Blot, Oberflächenbio-tinylierung 
Serva Electrophoresis GmbH, 
Heidelberg, Deutschland 
HBSS Zellkultur Gibco/ Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
HCl Einstellung des pH J.T. Baker, Deventer, Holland 
Hefeextrakt Bakterienkultur Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Immu-Mount Einbettmedium für Immunfluo-reszenzfärbung 
Thermo Electron Corporation, 
Langenselbold, Deutschland 
Insulin/Transferrin/Selen A Zellkultur Gibco/ Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Isopropanol Zellkultur, Western Blot J.T. Baker, Deventer, Holland 
Kanamycin-Sulfat Bakterienkultur Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
KCl Bakterienkultur Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Liothyronin Zellkultur Gibco/ Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Lipidkonzentrat Zellkultur Gibco/ Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
LipofectamineTM 2000 Transfektion Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Magermilchpulver Western Blot Bio-Rad Laboratories GmbH, München, Deutschland 
MEM-nichtessentielle Amino-
säuren Zellkultur 
Gibco/ Invitrogen, Karlsruhe, 
Deutschland 
MEM-Vitaminlösung Zellkultur Gibco/ Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Methanol Immunfluoreszenzfärbung J.T. Baker, Deventer, Holland 
MgCl2 Bakterienkultur J.T. Baker, Deventer, Holland 




Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 
Deutschland 
Mikroskopöl Immunfluoreszenzfärbung  
NaCl Bakterienanzucht J.T. Baker, Deventer, Holland 
NaOH Einstellung des pH J.T. Baker, Deventer, Holland 
Natriumacid Immunfluoreszenzfärbung Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland 
Opti-MEM Transfektion Gibco/ Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Paraformaldehyd Immunfluoreszenzfärbung Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland 
Penicillin/Streptomycin/L-
Glutamin  Zellkultur 
Gibco/ Invitrogen, Karlsruhe, 
Deutschland 
Penicllin/Streptomycin Zellkultur Biochrom, Berlin, Deutschland 
Pepton aus Casein Bakterienanzucht Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Phosphatgepufferte Kochsalz-
lösung mit Ca2+ und Mg2+ 
(PBS +/+) 
Zellkultur Biochrom, Berlin, Deutschland 
Phosphatgepufferte Kochsalz-
lösung ohne Ca2+ und Mg2+ 
(PBS -/-) 
Zellkultur Biochrom, Berlin, Deutschland 
Poly-L-Lysin Zellkultur Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland 
Polyoxyethylen-Sorbitan-
Monolaureat (Tween 20) 
Western Blot, Immunfluores-
zenzfärbung 
Merck Bioscience Ltd., Darm-
stadt, Deutschland 
Ponceau-S Western Blot Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland 
Rattenschwanzkollagen Zellkultur Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland 
Rinderhypophysenextrakt Zellkultur Gibco/ Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
SDS Western Blot Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland 




S-MEM Zellkultur Gibco/ Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Streptavidin Cy3-Konjugat Oberflächenbiotinylierung Molecular probes, Eugene, USA 
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Sulfo-NHS-SS-Biotin Immunfluoreszenzfärbung Pierce/ Thermo Scientific, Bonn, Deutschland 
TEMED Western Blot Bio-Rad Laboratories GmbH, München, Deutschland 
Tris-Base Western Blot Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Trypsin/EDTA Kultur aller Zelllinien außer NRC Biochrom, Berlin, Deutschland 
Trypsin/EDTA (NRC) Kultur von NRC Gibco/ Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Trypsininhibitor Zellkultur Gibco/ Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Tween 20 Western Blot Merck Bioscience Ltd., Darm-stadt, Deutschland 
Wasser HPLC rein Sequenzierung Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
 
In Tabelle 5 sind die verwendeten Enzyme aufgelistet. 
Tabelle 5: Liste der Enzyme 
Enzym Hersteller 
BD AdventageTM 2 Polymerase Mix BD Biosciences Clontech, Heidelberg, Deutschland 
DpnI New England BioLabs, Frankfurt a. M., Deutschland 
Pfu-Polymerase Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland 
Taq-DNA-Polymerase New England BioLabs, Frankfurt a. M., Deutschland 
 
In Tabelle 6 sind die verwendeten Antikörper aufgelistet. 
Tabelle 6: Liste der Antikörper 
Antikörper Organismus Hersteller 
anti-Claudin 1 Kaninchen Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
anti-Claudin 2 Kaninchen Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
anti-Claudin 3 Kaninchen Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
anti-Claudin 4 Maus Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
anti-Claudin 5 Kaninchen Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
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anti-Claudin 5 Maus Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
anti-FLAG Kaninchen Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland 
anti-FLAG-M2 Maus Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland 
anti-GAPDH Maus Biogenesis, Poole, England 
anti-GST (GST-2) Maus Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland 
anti-JAM-1 Kaninchen Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
anti-Kaninchen AlexaFluor-
488-Konjugat Ziege Molecular probes, Eugene, USA 
anti-Kaninchen Cy3-
Konjugat Ziege Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Anti-Kaninchen Cy5-
Konjugat Ziege Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
anti-Kaninchen HRP-
Konjugat Ziege Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
anti-Maus AlexaFluor-488-
Konjugat Ziege Molecular probes, Eugene, USA 
anti-Maus Cy3-Konjugat Ziege Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
anti-Maus Cy5-Konjugat Ziege Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
anti-Maus HRP-Konjugat Ziege Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
anti-Occludin Maus Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
anti-Occludin Kaninchen Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
anti-ZO-1 Maus Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
anti-ZO-1 Kaninchen Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
anti-β-Aktin Maus Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland 
 
In Tabelle 7 sind die verwendeten Kits aufgelistet. 
Tabelle 7: Liste der Kits 
Name Verwendungszweck Hersteller 
BCATM Protein Assay Kit Bestimmung der Proteinkon-
zentration 
Pierce/ Thermo Scientific, 
Bonn, Deutschland  
Cell Line Nucleofector® Kit L  Transfektion von MDCK-I- und 
MDCK-II-Zellen 
Amaxa Biosystems, Köln, 
Deutschland 
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Cell Line Nucleofector® Kit T Transfection von Caco-2-
Zellen 
Amaxa Biosystems, Köln, 
Deutschland 
Microvascular Endothelial Cell 
Medium-2 (EGM2-MV) 
Zellkultur Clonetics, Cambrex BioSci-
ence, Wokingham, England 
MiniElute® Gel Extraction Kit Isolation von DNA aus Agaro-
segelen 





Lonza, Köln, Deutschland 
Qiagen® Plasmid Maxi Kit Isolation von Plasmid-DNA Qiagen, Hilden, Deutschland 
Qiagen® Plasmid Midi Kit Isolation von Plasmid-DNA Qiagen, Hilden, Deutschland 
Qiagen® Plasmid Mini Kit Isolation von Plasmid-DNA Qiagen, Hilden, Deutschland 
QIAprep Spin Miniprep Kit Isolation von Plasmid-DNA Qiagen, Hilden, Deutschland 
ZyppyTM Plasmid Miniprep Kit Isolation von Plasmid-DNA Zymo Research, Orange, USA
 
In Tabelle 8 sind Medien und Zusätze für Bakterien- und eukaryotische Zellkultur aufge-
listet, die in dieser Arbeit verwendet wurden. 
Tabelle 8: Liste der Medien und Zusätze für Bakterien- und eukaryotische Zellkultur 
Bezeichnung Verwendungszweck/Zusammensetzung 
Ca2+-Mangelmedium Zellkulturmedium für calcium switch assay: 
S-MEM, 10 % (v/v) kalziumfreies FCS, 1 % (v/v) L-Alanyl-
L-Glutamin, 100 U Penicillin, 100 mg/ml Streptomycin 
Caco-2-Standardmedium DMEM, 10 % (v/v) FCS, 1 % (v/v) L-Alanyl-L-Glutamin, 
100 U Penicillin, 100 mg/ml Streptomycin 
Einfriermedium Medium für die Kryokonservierung eukaryotischer Zellen: 
50 % (v/v) DMEM, 40 % (v/v) FCS, 9 % (v/v) DMSO, 
100 U Penicillin, 100 mg/ml Streptomycin 
hCMEC/D3-Standardmedium Microvascular Endothelial Cell Medium-2 mit 2,5 % (v/v) 
FCS, 0,025 % (v/v) vaskulärer endothelialer Wachstums-
faktor, 0,025 % (v/v) insulinähnlicher Wachstumsfaktor, 
0,025 % (v/v) epidermaler Wachstumsfaktor, 0,1 % (v/v) 
Fibroblastenwachstumsfaktor 2, 0,01 % (v/V) Hydrocorti-
son, 0,025 % (v/v) Ascorbat, 0,025 % (v/v) Gentamycin 
HEK-293-Standardmedium DMEM, 10 % (v/v) FCS, 1 % (v/v) L-Alanyl-L-Glutamin, 
100 U Penicillin, 100 mg/ ml Streptomycin 
LB Agar Agarplatte zur Selektion einzelner Klone: 
LB-Medium mit 20 g/l Agar-Agar 
Luria-Bertani (LB) Vollmedium Standardmedium für Anzucht von E. coli: 
1 % (w/v) NaCl, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 1 % (w/v) Pepton 
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aus Casein; pH-Wert 7,5 mit NaOH 
MDCK-II-Standardmedium DMEM, 10 % (v/v) FCS, 1 % (v/v) L-Alanyl-L-Glutamin, 
100 U Penicillin,100 mg/ml Streptomycin 
MDCK-I-Standardmedium MEM mit 10 % (v/v) FCS, 1 % (v/v) L-Alanyl-Glutamin, 
100 U Penicillin und 100 mg/ml Streptomycin 
NRC-Standardmedium DMEM/HAMS F12, 5 % (v/v) FCS, 1 % (v/v) Insu-
lin/Transferrin/Selen A, 1 % (v/v) Lipidkonzentrat, 1 % (v/v) 
MEM-Vitaminlösung, 2 mM Penicillin/Streptomycin/L-
Glutamine, 100 µM MEM nicht essentielle Aminosäuren, 
50 µg/ml Trypsininhibitor, 30 µg Rinderhypophysenextrakt, 
20 µg/ml Gentamycin, 4,1 µg/ml Forskolin, 3,4 µg/ml Liot-
tyronin, 393 ng/ml Dexamethason, 25 ng/ml epidermaler 
Wachstumsfaktor 
SOC-Medium Vollmedium zur Anzucht transformierter E.colis: 
10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgSO4, 10 mM MgCl2, 
0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 2 % (w/v) Pepton aus Casein, pH-
Wert 7,0 mit NaOH, nach Autoklavieren wurden 20 mM 
sterile Glukose zugegeben 
Trypsin/EDTA  Lösung zum Ablösen adhärenter Zelllinien: 0,05 % Trypsin, 
0,02 % EDTA in PBS -/- 
 
2.2 Molekularbiologische Methoden 
2.2.1 Ortsspezifische Mutagenese 
Als Ausgangskonstrukt für die Mutagenese-PCR diente der pEYFP-N1-Vektor, der ein 
FLAG-Cld5-Insert enthielt (pEYFP-N1•FLAG-Cld5). Da das Stoppcodon am 3’-Ende der 
Cld5-Sequenz fehlte, kodierte dieses Ausgangskonstrukt für ein FLAG-Cld5-YFP-
Fusionsprotein. Für die Untersuchungen zur parazellulären Dichtigkeit sollte jedoch le-
diglich ein FLAG-Cld5-Protein genutzt werden. Um die Translation der YFP-Sequenz zu 
verhindern, wurde mittels ortsspezifischer Mutagenese ein Stoppcodon an das 3’-Ende 
der Cld5-Sequenz kloniert (pEYFP-N1stopp•FLAG-Cld5wt). 
Um die Bedeutung einzelner Aminosäuren in der 2. EZS von Cld5 für die parazelluläre 
Dichtigkeit zu untersuchen, wurden anschließend in diesem neuem Konstrukt definierte 
Aminosäuren der 2. EZS mittels ortsspezifischer Mutagenese durch andere Aminosäuren 
ersetzt. Die Grundlage für die Auswahl der Kandidatenaminosäuren bildeten Untersu-
chungen zu homophilen Interaktionen von Cld5 in HEK-293-Zellen [Piontek, 08]. Für jede 
Mutagenese wurde ein Primerpaar entworfen, dessen Sequenz im Vergleich zum Cld5wt 
im Bereich der zu mutierenden Aminosäure drei bzw. vier Punktmutationen enthielt (Ta-
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belle 9). Die Primer wurden mit der Software MutaPrimer Version 1.0 (Primer Biosoft In-
ternational, Palo Alto, USA) entworfen und von der Firma BioTeZ (Berlin, Deutschland) 
synthetisiert. 
Tabelle 9: Durch ortsspezifische Mutagense hergestellte pEYFP-N1stopp•FLAG-Cld5-
Konstrukte. Die eingeführten Punktmutationen sind fettgedruckt. 
Fusionsprotein Bezeichnung 
des Plasmids 

























































Für jede Mutagenese-PCR wurden zwei Ansätze hergestellt (Tabelle 10). Ansatz 1 ent-
hielt den Vorwärtsprimer und Ansatz 2 enthielt den Rückwärtsprimer. 
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Tabelle 10: Reaktionsansätze für Mutagenese-PCR 
Ansatz 1 Ansatz 2 
Volumen Reagenz Volumen Reagenz 
0,5 µl 60 ng Plasmid-DNA 0,5 µl Plasmid-DNA (60 ng) 
1,5 µl 10 x PCR-Reaktionspuffer 1,5 µl 10 x PCR-Reaktionspuffer 
1,9 µl 5 µM Vorwärtsprimer  1,9 µl 5 µM Rückwärtsprimer 
0,3 µl 10 mM dNTPs 0,3 µl 10 mM dNTPs 
10,5 µl H20 (HPLC rein) 10,5 µl H20 (HPLC rein) 
0,3 µl 2,5 U/µl AdventageTM 2 Polymerase 0,3 µl 2,5 U/µl AdventageTM 2 Polymerase 
15,0 µl Gesamtvolumen 15,0 µl Gesamtvolumen 
 
Zunächst wurden beide Reaktionsansätze getrennt voneinander nach dem gleichen 
Temperaturregime inkubiert (Tabelle 11). Nach Hitzedenaturierung der Matritzen-DNA bei 
95 °C erfolgte das Binden der Primer bei 65 °C. Anschließend synthetisierte die Advan-
tageTM 2 Polymerase (BD Biosciences Clonetech, Heidelberg, Deutschland) bei 68 °C 
komplementäre DNA. Die komplementäre DNA unterschied sich von der Matrizen-DNA 
hinsichtlich der Punktmutationen im Primer. 
Anschließend wurden beide Reaktionsansätze und damit Vorwärts- und Rückwärtspri-
mer vereinigt. Nach Zugabe weiterer 0,3 µl AdvantageTM 2 Polymerase wurde der verei-
nigte Ansatz einer zweiten PCR-Reaktion unterzogen, deren Temperaturprotokoll sich 
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Tabelle 11:  Reaktionsansätze und Temperaturregime für Mutagenese-PCR 
Reaktionsschritt Anzahl der Zyklen Temperatur  Inkubationszeit 
PCR 1 (getrennte Reaktionsansätze) 
Denaturierung 1 95 °C 2 min 
Denaturierung 95 °C 30 s 
Annealing 65 °C 45 s 
Elongation 
5 
68 °C 10 min 
 1 10 °C ∞ 
PCR 2 (vereinigter Reaktionsansatz) 
Denaturierung 1 95 °C 30 s 
Denaturierung 95 °C 30 s 
Annealing 62,5 °C 1 min 
Elongation 
17 
68 °C 10 min 
Elongation 1 68 °C 20 min 
 1 4 °C ∞ 
 
Nach der zweiten PCR wurden die Reaktionsansätze mit 20 U DpnI (New England Bio-
Labs, Frankfurt a. M., Deutschland) versetzt und 1 h bei 37 °C inkubiert. DpnI katalysiert 
die Hydrolyse methylierter DNA [Vovis, 77]. Folglich wurden die parentalen, methylierten 
DNA-Moleküle, die die keine Punktmutationen enthielten, hydrolysiert und aus dem Re-
aktionsansatz entfernt. Die neusynthetisierten, nicht methylierten DNA-Moleküle hinge-
gen, blieben im Reaktionsansatz erhalten. Diese Plasmide wurden anschließend in kom-
petente E. colis transformiert (2.2.2). Die Mutationen wurden durch Sequenzierung 
bestätigt (2.2.9). 
 
2.2.2 Transformation von Plasmid-DNA 
Die verwendeten Plasmide wurden in chemisch oder elektrisch kompetente Escherichia 
coli (E. coli) Zellen transformiert. 
Für eine Transformation in chemisch kompetente E. colis vom Stamm DH5α (Invitrogen, 
Karlsruhe, Deutschland) wurden 100 µl Aliquots Bakteriensuspension, die bei - 80 °C 
gelagert wurden, auf Eis aufgetaut. Anschließend wurden 2 - 4 µl Plasmid-DNA in den 
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Transformationsansatz pipettiert. Nach 20 min Inkubation auf Eis wurden die Bakterien 
zunächst 45 s bei 42 °C inkubiert (Hitzeschock) und danach 2 min auf Eis inkubiert. 
Nach Zugabe von 250 µl SOC-Medium wurde die Bakteriensuspension 1 h bei 37 °C in 
einem Brutschrank geschüttelt (TH15, Edmund Bühler GmbH, Hechingen, Deutschland). 
Anschließend wurden 75 und 150 µl der Suspension mit einem Drigalski-Spatel auf vor-
gewärmten, kanamycinhaltigen Agarplatten, die für die Selektion von Plasmid und Bakte-
rienstamm geeignet sind, ausgestrichen. Die Agarplatten wurden über Nacht bei 37 °C 
inkubiert. 
Elektrokompetente E. colis vom Stamm DH5α wurden gemäß Sambrock 1989 herge-
stellt. Für eine Transformation wurden 100 µl der Bakterien, die bei - 80 °C gelagert wur-
den, auf Eis aufgetaut. Anschließend wurden 2 - 4 µl Plasmid-DNA in die Suspension 
pipettiert. Nach 5 min Inkubation auf Eis wurde der Transformationsansatz in eine 1 mm 
Elektroporationsküvette (EquiBio, Peqlab, Erlangen, Deutschland) überführt und die  
Elektroporation bei 1800 V im EasyjecT prima (EquiBio/Thermo Electron, Milford, MA, 
USA) durchgeführt. Nach Zugabe von 250 µl vorgewärmtem SOC-Medium wurde die 
Bakteriensuspension 1 h bei 37 °C in einem Heizblock geschüttelt. Anschließend wurden 
75 und 150 µl der Suspension mit einem Drigalski-Spatel auf vorgewärmten, kanamycin-
haltigen Agarplatten ausgestrichen. Die Agarplatten wurden über Nacht bei 37 °C inku-
biert. 
Am folgenden Tag wurde mittels Kolonie-PCR (2.2.3) überprüft, ob die gewachsenen 
Klone mit der Plasmid-DNA transformiert wurden. 
 
2.2.3 Kolonie-PCR 
Mittels Kolonie-PCR wurde sichergestellt, dass ausschließlich Klone, die pEYFP-
N1stopp•FLAG-Cld5 enthielten, für eine Sequenzierung eingesetzt wurden. Die Klone wur-
den mit Hilfe einer Pipettenspitze in ein Eppendorf-Gefäß mit 100 µl LB-Medium über-
führt und 1 h bei 37 °C geschüttelt. Anschließend wurde 1 µl dieser Suspension als Mat-
rize für eine PCR eingesetzt, in der pEYFP-N1stopp•FLAG-Cld5 mit Primern 
nachgewiesen wurden, die mit der FLAG-Cld5 Sequenz und dem pEYFP-Vektor hybridi-
sierten (Tabelle 12). 
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Tabelle 12: Primersequenzen, Reaktionsansatz und Inkubationsprotokoll der Kolonie-PCR 







0,5 µl 60 ng Plasmid-DNA  
1,5 µl 10 x PCR-Rektionspuffer 
0,2 µl 50 µM Vorwärtsprimer 
0,2 µl 50 µM Rückwärtsprimer 
0,3 µl 10 mM dNTPs 
11,8 µl H20 (HPLC rein) 
0,5 µl Taq-DNA-Polymerase oder Pfu-Polymerase 
15 µl Gesamtvolumen 
Inkubationsprotokoll  
Zyklenzahl Temperatur Zeit 
1 94°C 4 min 
94°C 30 sec 
60°C 45 sec 
72°C 1 min 
25 
72°C 5 min 
1 4 °C ∞ 
 
2.2.4 Agarose-Gelelektrophorese 
Das Reaktionsprodukt der Kolonie-PCR wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese nach-
gewiesen. Zur Probenvorbereitung wurden 1 µl des Kolonie-PCR-Reaktionsansatzes mit 
2 µl 6 x DNA-Ladepuffer (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) und 9 µl H2O versetzt. 
Die Proben wurden in die Taschen eines 1 % Agarosegels pipettiert. Die Auftrennung 
erfolgte bei einer konstanten Spannung von 180 V. Als Laufpuffer diente 1 x TAE-Puffer. 
Um die Größe der doppelsträngigen DNA-Moleküle abzuschätzen, wurde der 1 kb DNA-
Größenmarker (Fermentas Life Science, St. Leon-Rot, Deutschland) auf jedem Gel auf-
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getrennt. Den Gelen wurden 3 µl Ethidiumbromidlösung/100 ml Gel zugesetzt. Ethidi-
umbromid interkalierte in die Basen der DNA. Der interkalierte Farbstoff wurde durch UV-
Licht mit λ = 312 nm angeregt und emittierte Licht mit λ = 590 nm, so dass die DNA-
Banden fotografiert werden konnten (Agarosegeldokumentationssystem BioDoc, Bio-
metra, Göttingen, Deutschland). 
 
2.2.5 Minipräparation von Plasmid-DNA 
Mit einer Minipräparation wurden bis zu 25 µg Plasmid-DNA aus transformierten E. colis 
isoliert. Dafür wurden auf Agarplatten gewachsene Klone (2.2.4) mit einer Pipettenspitze 
in ein Falconröhrchen mit 3,5 ml kanamycinhaltigem LB-Medium überführt. Die Suspen-
sion wurde über Nacht bei 37 °C und 250 rpm geschüttelt. Am folgenden Tag wurde die 
Suspension 10 min bei 4.000 x g zentrifugiert. Die sedimentierten Bakterien wurden in 
600 µl dH2O resuspendiert. Die Plasmid-DNA wurde mit dem Zyppy Plasmid Miniprep Kit 
(Zymo Research, Orange, USA) isoliert. Dabei wurden die Bakterien durch Zugabe von 
100 µl 7 x Lysepuffer aufgeschlossen. Das Bakterienlysat wurde mit 250 µl 4 °C kaltem 
Neutralisationspuffer versetzt. Nach einminütigem Zentrifugieren bei 13.000 x g und 
25 °C wurde der Überstand mit der Plasmid-DNA auf eine Säule pipettiert. Durch erneu-
tes Zentrifugieren für 1 min bei 13.000 x g und 25 °C wurde die Plasmid-DNA an die 
Säule gebunden. Um Zellmaterial, das neben der Plasmid-DNA an die Säule gebunden 
hatte, zu entfernen, wurden zunächst 200 µl Endo-Wasch-Puffer und anschließend 
400 µl Wasserpuffer jeweils 1 min mit 13.000 x g bei 25 °C durch die Säule zentrifugiert. 
Die Plasmid-DNA wurde von der Säule gelöst, indem 30 µl Elutionspuffer 1 min mit 
13.000 x g bei 25 °C durch die Säule zentrifugiert wurden. Nach der Bestimmung der 
Plasmid-DNA-Konzentration (2.2.8) wurde das Eluat bis zur weiteren Verwendung bei -
 20 °C gelagert. 
 
2.2.6 Midipräparation von Plasmid-DNA 
Mit einer Midipräparation wurden bis zu 200 µg Plasmid-DNA aus transformierten E. colis 
isoliert. Dafür wurden zunächst 2,5 ml kanamycinhaltiges LB-Medium mit 1 µl Glyce-
rolstock angeimpft. Diese Vorkultur wurde 8 h bei 37 °C und 250 rpm geschüttelt. An-
schließend wurden 100 µl der Vorkultur in 50 ml kanamycinhaltiges LB-Medium über-
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führt. Diese Hauptkultur wurde über Nacht bei 37 °C und 250 rpm geschüttelt. Die Präpa-
ration der Plasmid-DNA erfolgte mit dem Midiprep Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) 
nach Herstellerangaben. Das dabei gewonnene Plasmid-DNA-Pellet wurde in 30 µl TE-
Puffer aufgenommen. Nach der Bestimmung der Plasmid-DNA-Konzentration (2.2.8) 
wurde die gelöste DNA bis zur weiteren Verwendung bei - 20 °C gelagert. 
 
2.2.7 Maxipräparation von Plasmid-DNA 
Um bis zu 500 µg Plasmid-DNA aus transformierten E. colis zu isolieren, wurde eine Ma-
xipräparation mit dem Maxiprep Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) nach Herstelleranga-
ben durchgeführt. Dafür wurden analog zur Midipräparation (2.2.4) eine Vor- und Haupt-
kultur hergestellt. Im Unterschied zur Midipräparation wurden zur Herstellung der 
Vorkultur 5 ml kanamycinhaltiges LB-Medium verwendet und zum Ansetzen der Haupt-
kultur 300 µl der Vorkultur in 150 ml kanamycinhaltiges LB-Medium pipettiert. Das durch 
die Maxipräparation gewonnene Plasmid-DNA-Pellet wurde in 100 µl TE-Puffer aufge-
nommen. Nach der Bestimmung der Plasmid-DNA-Konzentration (2.2.8) wurde die ge-
löste DNA bis zur weiteren Verwendung bei - 20 °C gelagert. 
 
2.2.8 Konzentrationsbestimmung von Plasmid-DNA 
In einer Quarzglasküvette mit einer Schichtdicke von 1 cm wurden geeignete Verdün-
nungen der Plasmid-DNA-Proben in dH2O hergestellt und die optische Dichte bei 
λ = 260 nm gegen dH2O als Leerwert gemessen. Da eine wässrige Lösung, die 50 µg/ml 
doppelsträngige DNA enthält, unter diesen Bedingungen eine OD260 von 1 besitzt, wurde 
die Plasmid-DNA-Konzentration der Proben nach folgender Formel berechnet: 
[DNA] = OD260 • VF • ε • d [DNA]: Konzentration der Plasmid-DNA in µg/ml 
 OD260: optische Dichte bei λ = 260 nm 
 VF: Verdünnungsfaktor 
 ε: Absorptionskoeffizient doppelsträngiger DNA (50 µg/ml•cm) 
 d: Schichtdicke der Küvette in cm = 1 cm 
 




DNA-Proben wurden mit dem Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosys-
tems Applera Deutschland GmbH, Darmstadt, Deutschland) sequenziert. Der gewünsch-
te DNA-Bereich wurde zunächst durch eine Sequenzierungs-PCR amplifiziert. Dafür 
wurden 200 ng Plasmid-DNA, 4 - 6 pmol Sequenzierungsprimer (Tabelle 13), 1 µl Big 
Dye Reaction Mix, 1,5 µl 5 x Reaktionspuffer mit HPLC-Wasser auf 10 µl aufgefüllt und 
wie in Tabelle 14 dargestellt inkubiert. 
Tabelle 13: Sequenzierungsprimer 




Tabelle 14: Inkubationsprotokoll der Sequenzierungs-PCR 
Zyklenanzahl Temperatur Zeit 
 96 °C 10 s 
25 50 °C 5 s 
 60 °C 4 min 
1 4 °C ∞ 
 
Das Produkt der Sequenzierungs-PCR wurde durch 15 min Inkubation mit 42,5 
µl Fällungsreagenz (112,5 mM Na-Acetat, 76 % (v/v) Ethanol in H20, HPLC rein) bei RT 
gefällt. Der Ansatz wurde 20 min bei 20.000 x g und RT zentrifugiert. Anschließend wur-
de der Überstand vorsichtig entfernt und das Pellet mit 200 µl 70 % Ethanol gewaschen. 
Nach einer weiteren Zentrifugation für 15 min bei 20.000 x g und RT wurde das Pellet in 
der SpeedVac DNA 110 (Savant, Thermo Scientific, Bonn, Deutschland) getrocknet. Die 
Sequenzierung wurde von der Sequenzierabteilung des Leibniz-Instituts für Molekulare 
Pharmakologie (Berlin, Deutschland) bzw. vom Sequenzierungsservice der Firma Invitek 
GmbH (Berlin, Deutschland) durchgeführt. Die Sequenz des PCR-Produkts wurde an-
schließend über die blast2sequences Funktion der NCBI-Datenbank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) auf Richtigkeit überprüft. 




2.3.1 Kultivierung eukaryotischer Zelllinien 
Die MDCK-I-Zellen (Madin Darby canine kidney cells, Linie I) wurden freundlicherweise 
von Herrn Prof. Dr. Michael Fromm (Charité-Universitätsmedizin Berlin, Berlin, Deutsch-
land) zur Verfügung gestellt. Sie wurden bei 37 °C und 5 % CO2 (v/v) in wasserdampfge-
sättigter Atmosphäre im Brutschrank kultiviert. Als Kulturmedium diente MDCK-I-
Standardmedium. Das Kulturmedium wurde alle drei bis vier Tagen gewechselt. Die Zel-
len wurden einmal pro Woche im Verhältnis 1:10 gesplittet. Dafür wurden die Zellen 
zweimal mit PBS -/- gewaschen und 10 bis 15 min mittels Trypsin/EDTA (Biochrom, Ber-
lin, Deutschland) bei 37°C abgelöst (0,5 bzw. 1,5 ml Trypsin/EDTA für 25 bzw. 75 cm2 
Zellkulturgefäße). Durch Zugabe von MDCK-I-Standardmedium wurde das Trypsin inhi-
biert (3,0 bzw. 8,5 ml MDCK-I-Standardmedium für 25 bzw. 75 cm2 Zellkulturgefäße). Die 
resuspendierten Zellen wurden anschließend im Verhältnis 1:10 in neue, unbeschichtete 
Zellkulturgefäße (TPP, Trasadingen, Schweiz) ausgesät. 
Die MDCK-II-Zellen (Madin Darby canine kidney cells, Linie II) wurden freundlicherweise 
von der EPO-GmbH (Berlin, Deutschland) zur Verfügung gestellt. Die Zellen wurden bei 
37 °C und 10 % CO2 (v/v) in wasserdampfgesättigter Atmosphäre im Brutschrank kulti-
viert. Als Kulturmedium diente MDCK-II-Standardmedium. Das Kulturmedium wurde alle 
drei bis vier Tagen gewechselt. Die Zellen wurden zweimal pro Woche im Verhältnis 1:10 
gesplittet. Dafür wurden die Zellen zweimal mit PBS -/- gewaschen und 10 bis 15 min 
mittels Trypsin/EDTA (Biochrom, Berlin, Deutschland) bei 37 °C abgelöst (0,5 bzw. 1,5 ml 
Trypsin/EDTA für 25 bzw. 75 cm2 Zellkulturgefäße). Durch Zugabe von MDCK-II-
Standardmedium wurde das Trypsin inhibiert (3,0 bzw. 8,5 ml MDCK-II-Standardmedium 
für 25 bzw. 75 cm2 Zellkulturgefäße). Die resuspendierten Zellen wurden anschließend 
im Verhältnis 1:10 in neue, unbeschichtete Zellkulturgefäße (TPP, Trasadingen, Schweiz) 
ausgesät. 
HEK-293-Zellen (humane embryonale Nierenzelllinie) wurden bei 37 °C und 10 % CO2 
(v/v) in wasserdampfgesättigter Atmosphäre im Brutschrank kultiviert. Als Kulturmedium 
diente HEK-293-Standardmedium. Das Kulturmedium wurde alle drei bis vier Tagen ge-
wechselt. Die Zellen wurden zweimal pro Woche im Verhältnis 1:5 gesplittet. Dafür wur-
den die Zellen zweimal mit PBS -/- gewaschen und in 5 min mittels Trypsin/EDTA (Bio-
chrom, Berlin, Deutschland) bei 37°C abgelöst (0,5 bzw. 1,0 ml Trypsin/EDTA für 25 bzw. 
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75 cm2 Zellkulturgefäße). Durch Zugabe von HEK-293-Standardmedium wurde das 
Trypsin inhibiert (3,0 bzw. 8,5 ml HEK-293-Standardmedium für 25 bzw. 75 cm2 Zellkul-
turgefäße). Die resuspendierten Zellen wurden anschließend im Verhältnis 1:5 in neue, 
Poly-L-Lysin beschichtete Cellstar® Zellkulturgefäße (Greiner Bio-One, Frickenhausen, 
Deutschland) ausgesät. 
Caco-2-Zellen (humane Darmkrebszelllinie) wurden bei 37 °C und 5 % CO2 (v/v) in was-
serdampfgesättigter Atmosphäre im Brutschrank kultiviert. Als Kulturmedium diente Ca-
co-2-Standardmedium. Das Kulturmedium wurde im Abstand von drei bis vier Tagen ge-
wechselt. Die Zellen wurden einmal pro Woche im Verhältnis 1:5 gesplittet. Dafür wurden 
die Zellen zweimal mit PBS -/- gewaschen und innerhalb von 10 min mit Trypsin/EDTA 
(Biochrom, Berlin, Deutschland) bei 37°C abgelöst (0,5 bzw. 1,5 ml Trypsin/EDTA für 25 
bzw. 75 cm2 Zellkulturgefäße). Durch Zugabe von Caco-2-Standardmedium wurde das 
Trypsin inhibiert (3,0 bzw. 8,5 ml Caco-2-Standardmedium für 25 bzw. 75 cm2 Zellkultur-
gefäße). Die resuspendierten Zellen wurden anschließend im Verhältnis 1:10 in neue, 
unbeschichtete Zellkulturgefäße (Corning, Berlin, Deutschland) ausgesät. 
NRC (Gallengangepithelzelllinie aus der Ratte) wurden bei 37 °C und 5 % CO2 (v/v) in 
wasserdampfgesättigter Atmosphäre im Brutschrank kultiviert. Als Kulturmedium diente 
NRC-Standardmedium. Das Kulturmedium wurde im Abstand von drei bis vier Tagen 
gewechselt. Die Zellen wurden einmal pro Woche im Verhältnis 1:3 gesplittet. Dafür wur-
den die Zellen einmal mit PBS -/- gewaschen und anschließend in 8 ml PBS -/- 2 min bei 
37°C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen in 15 min mit 2 ml Trypsin/EDTA (Gibco, 
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) von einer 75 cm2 Zellkulturflasche bei 37 °C abge-
löst. Durch Zugabe von NRC-Standardmedium wurde das Trypsin inhibiert. Die re-
suspendierten Zellen wurden anschließend im Verhältnis 1:3 in neue, mit Ratten-
schwanzkollagen beschichtete Cellstar® Zellkulturgefäße (Greiner Bio-One, 
Frickenhausen, Deutschland) ausgesät. Für die Beschichtung wurde eine Lösung aus 
0,66 mg/ml Rattenschwanzkollagenlösung in 0,2 % steriler Essigsäure verwendet. 40 µl 
dieser Lösung wurden gleichmäßig in einer 75 cm2 Zellkulturflasche verteilt und unter der 
Sterilbank getrocknet. 
hCMEC/D3 (humane Gehirnkapillarendothelzelllinie) wurden bei 37 °C und 5% CO2 (v/v) 
in wasserdampfgesättigter Atmosphäre im Brutschrank kultiviert. Als Kulturmedium dien-
te hCMEC/D3-Standardmedium. Das Kulturmedium wurde im Abstand von drei bis vier 
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Tagen gewechselt. Die Zellen wurden einmal pro Woche im Verhältnis 1:5 gesplittet. Da-
für wurden die Zellen zweimal mit PBS -/- gewaschen und in 5 min mit Trypsin/EDTA 
(Biochrom, Berlin, Deutschland) abgelöst (0,5 bzw. 1,5 ml Trypsin/EDTA für 25 bzw. 
75 cm2 Zellkulturgefäße). Durch Zugabe von hCMEC/D3-Standardmedium wurde das 
Trypsin inhibiert (3,0 bzw. 8,5 ml DMEM für 25 bzw. 75 cm2 Zellkulturgefäße). Die re-
suspendierten Zellen wurden anschließend im Verhältnis 1:5 in neue, mit Ratten-
schwanzkollagen beschichtete Cellstar® Zellkulturgefäße (Greiner Bio-One, Frickenhau-
sen, Deutschland) ausgesät. Die Beschichtung der Zellkulturgefäße erfolgte wie bei den 
NRC. 
 
2.3.2 Kryokonservierung und Auftauen eukaryotischer Zelllinien 
Um stabil transfizierte MDCK-II-Zellklone vergleichbarer Passagezahl zu erhalten, wur-
den diese zunächst expandiert und anschließend in flüssigem Stickstoff gelagert. Die 
Zellen wurden nach den unter 2.3.1 beschriebenen Methoden abgelöst, in DMEM aufge-
nommen und in 15 ml Zentrifugenröhrchen überführt. Danach wurden die Zellen 5 min 
bei 260 x g und RT zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Zellpellet in 
3,75 ml Einfriermedium aufgenommen. Die resuspendierten Zellen wurden zu je 750 µl 
auf fünf Kryoröhrchen aufgeteilt. Diese wurden über Nacht in einer mit Isopropanol ge-
füllten Einfrierbox bei - 80 °C gelagert und bis zur weiteren Verwendung in flüssigem 
Stickstoff (Chronos ®, Cryotherm, Euteneuen, Deutschland) gelagert. 
Um eingefrorene Zelllinien wieder in Kultur zu nehmen, wurden diese aus dem flüssigen 
Stickstoff entnommen, umgehend bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut und in eine mit dem 
jeweiligen Standardmedium gefüllte 25 cm2 Zellkulturflasche überführt. Nach Adhäsion 




Um Experimente mit eukaryotischen Zelllinien reproduzierbar durchzuführen, wurden die 
Zellzahl mit dem CASY® 1 Zellzählsystem (Schärfe Systems, Reutlingen) bestimmt. Da-
für wurden die Zellen, wie unter 2.3.1 beschrieben, abgelöst und anschließend wieder im 
jeweiligen Standardmedium aufgenommen. Für die Zellzählung wurden drei 25 µl Ali-
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quots dieser Zell-Medium-Suspension abgenommen. Jedes Aliquot wurde in je ein Zähl-
röhrchen mit 10 ml Casyton® überführt. Die Anzahl der Zellen in jedem Röhrchen wurde 
dreimal bestimmt, wobei nur Signale zwischen 10 und 30 µm als Zellen angesehen wur-
den. Die neun Einzelwerte wurden gemittelt. Aus dem Mittelwert wurde die Zellkonzent-
ration (Zellzahl/ml) berechnet. 
 
2.3.4 Mykoplasmentest 
Um mykoplasmenfreie Zellkulturbedingungen zu gewährleisten, wurden alle Zelllinien in 
regelmäßigen Abständen auf einen möglichen Befall durch Mykoplasmen untersucht. 
Dafür wurde der MycoAlert® Mycoplasma Detection Assay (Lonza, Wuppertal, Deutsch-
land) nach Herstellerangaben verwendet. 
 
2.3.5 Transfektion von Plasmid-DNA in eukaryotische Zelllinien 
Für die transiente Transfektion eukaryotischer Zellen wurden 100.000 Zellen in jedes 
Well einer 24-Well-Zellkulturschale eingesät. Am folgenden Tag wurde das jeweilige 
Standardmedium 4 h vor der Transfektion gegen antibiotikumfreies Medium mit 5 % FCS 
ausgetauscht. Für jede Transfektion wurden in einem Ansatz 4 µg DNA und 250 µl Opti-
MEM (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) sowie in einem zweiten Ansatz 10 µl Lipofec-
tamineTM 2000 (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) und 250 µl Opti-MEM 5 min inku-
biert. Danach wurde der erste Ansatz vorsichtig in den zweiten überführt. Nach 20 min 
wurde der Transfektionsansatz auf die Zellen gegeben. Sechs Stunden nach der Trans-
fektion oder am folgenden Morgen erfolgte ein Wechsel zum jeweiligen Standardmedium 
(2.3.1). 
Für die Herstellung stabil transfizierter Zelllinien wurden die DNA-Konstrukte mittels Lipo-
fektion oder Elektroporation in die Zellen eingebracht. Zur stabilen Transfektion mittels 
Lipofektion wurden 500.000 NRC, hCMEC/D3, MDCK-I-, MDCK-II- oder Caco-2-Zellen in 
einem 6er-Well im jeweiligen Standardmedium ausgesät. Am folgenden Tag wurde das 
jeweilige Standardmedium 4 h vor der Transfektion gegen 2 ml antibiotikumfreies Medi-
um mit 5 % FCS ausgetauscht. Für jede Transfektion wurden in einem Ansatz 4 µg DNA 
und 250 µl Opti-MEM (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) sowie in einem zweiten An-
satz 10 µl LipofectamineTM 2000 (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) und 250 µl Opti-
Material und Methoden 
________________________________________________________________________________________________________________________ 
 54
MEM 5 min inkubiert. Danach wurde der erste Ansatz vorsichtig in den zweiten überführt. 
Nach 20 min wurde der Transfektionsansatz auf die Zellen gegeben. Sechs Stunden 
nach der Transfektion oder am folgenden Morgen erfolgte ein Mediumwechsel zum 
Standardmedium (2.3.1). 
Zur stabilen Transfektion mittels Elektroporation wurde für MDCK-I-Zellen das Cell Line 
Nucleofector® Kit L oder für MDCK-II- und Caco-2-Zellen das Kit T (beide Amaxa, Köln, 
Deutschland) nach Herstellerangaben verwendet. 
 
2.3.6 Herstellung stabil transfizierter eukaryotischer Zelllinien 
Um eine Zellkultur mit einem möglichst hohen Anteil transfizierter Zellen zu erhalten, 
wurden die Zellen drei Tage nach der Transfektion im jeweiligen Standardmedium kulti-
viert, dem das Selektionsantibiotikum G418 im Verhältnis 1:100 zugesetzt wurde. Nur 
transfizierte Zellen verfügten durch den pEYFP-N1-Vektor über eine Resistenz gegen 
G418 und überlebten im Selektionsmedium. Untransfizierte Zellen wurden innerhalb von 
zwei Wochen abgetötet. Da jedoch die Transfektion des pEYFP-N1-Vektors nicht in jeder 
transfizierten Zelle zur Expression des gewünschten Cld5-Proteins führte, wurden die 
selektierten Zellen zusätzlich vereinzelt. Dafür wurden sie auf 10 cm2 Zellkulturschalen 
ausgesät und einige Tage später nach vorsichtigem Ablösen mit Trypsin/EDTA (Bio-
chrom, Berlin, Deutschland) mit Hilfe eines Wattestäbchens einzeln in 24-Well-Schalen 
übertragen. Alternativ wurden sie in den Konzentrationen 0,1, 1, 5, 10, 20, 40, 50 und 
100 Zellen/Well in eine Klonierungsplatte eingesät. Um klonale Variationen zu minimie-
ren, wurden für jedes FLAG-Cld5-Konstrukt drei unabhängige MDCK-II-Zellklone herge-
stellt, die eine vergleichbare FLAG-Cld5-Expression aufwiesen. In allen weiteren Unter-
suchungen wurden die Ergebnisse dieser drei Klone gemittelt und als Wert für das 
jeweilige FLAG-Cld5-Konstrukt angegeben. 
 
2.3.7 Immunfluoreszenzfärbungen 
Für immunhistochemische Detektionen von TJ-Proteinen wurden Zellen in einer Dichte 
von 200.000 Zellen/ml auf 12 mm Glasplättchen (Menzel-Gläser, Braunschweig, 
Deutschland) ausgesät. Die Zellen wurden, wie unter 2.3.1 beschrieben, kultiviert. Zwei 
bis sieben Tage nach der Aussaat wurde das jeweilige Standardmedium entfernt. Die 
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Zellen wurden zweimal mit PBS -/- gewaschen. Anschließend erfolgten Dehydrierung, 
Fixierung und Rehydrierung der Zellen für 5 min in Azeton, 1 min in 95 % Ethanol und 
1 min in PBS +/+. Anschließend wurden die Zellen 10 min in Blockierungspuffer (1 % 
BSA, 0,05 % Tween 20 in PBS) inkubiert, um unspezifische Antikörperbindungsstellen 
abzusättigen. Danach wurden sie 1 h bei RT mit dem primären Antikörper inkubiert, der 
in Blockierungspuffer verdünnt wurde. Sollten mehrere Proteine gleichzeitig detektiert 
werden, wurden die entsprechenden primären AK gemischt. Tabelle 15 fasst die verwen-
deten Antikörper und die eingesetzten Verdünnungen zusammen. 














Nach dem Entfernen des primären AK wurden die Zellen fünfmal je 2 min mit Blockier-
puffer gewaschen. Anschließend wurden sie 30 min in einer Lösung inkubiert, die 
17 µg/ml DAPI und den jeweiligen sekundären AK in geeigneter Verdünnung enthielt 
(Tabelle 16). Wurden zwei primäre Antikörper eingesetzt, wurden die kognaten sekundä-
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Nach dem Entfernen des sekundären AK wurden die Zellen erneut fünfmal je 2 min mit 
Blockierpuffer gewaschen. Abschließend wurde das Deckgläschen mit Hilfe des Ein-
deckmediums Immu-Mount (Thermo Electron Corporation, Langenselbold, Deutschland) 
auf einen Objektträger (Menzel-Gläser, Braunschweig, Deutschland) geklebt. Die Präpa-
rate wurden bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert. 
 
2.3.8 Zelloberflächenbiotinylierung 
Um die subzelluläre Lokalisation der FLAG-Cld5-Proteine in HEK-293-Zellen zu analy-
sieren und dabei zwischen Plasmamembranlokalisation und intrazellulärer Lokalisation 
unterscheiden zu können, wurde die Plasmamembran der Zellen mit Biotin angefärbt. 
Dabei bindet Biotin an die freien Aminogruppen der Proteine in der Plasmamembran. Die 
Zellen wurden zunächst auf Glasplättchen ausgesät. Nach Erreichen der Konfluenz wur-
den sie dreimal mit 4 °C kaltem PBS +/+ gewaschen. Anschließend wurden sie 45 min 
bei 4 °C in Sulfo-NHS-SS-Biotin (0,5 mg/ml) inkubiert. Danach wurden sie zweimal mit 
4 °C kaltem 50 mM Glycin-PBS +/+ gewaschen, 10 min in der gleichen Lösung inkubiert 
und ein weiteres Mal gewaschen. Die abschließende Fixierung und Färbung mit einem 
Streptavidin-Cy3-Antikörper, der hochspezifisch an Biotin bindet, sowie einem anti-Cld5-
Antikörper aus dem Kaninchen erfolgte wie unter 2.3.7 beschrieben. 
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2.3.9 Mikroskopische Untersuchungen 
Nach der Immunfluoreszenzfärbung wurden die eingedeckelten Zellen an den konfoka-
len LSM Mikroskopen Meta NLO oder UV ausgewertet. Die Anregungswellenlänge und 
die Wellenlänge des Detektionsbereichs, die für Detektion des Kernfarbstoffs DAPI sowie 
der Konjugate der sekundären Antikörper Cy3 und 488 genutzt wurden, sind in Tabel-
le 17 dargestellt. Mögliche Kontaktanreicherungen wurden mit Hilfe der LSM Software 
identifiziert. 
Tabelle 17: Parameter für die Detektion von DAPI, Cy3 und 488 und DAPI an konfokalen 
Mikroskopen 
Farbstoff Mikroskop Anregungswellenlänge 
(nm) 
Wellenlänge des Detektionsbereichs 
(nm) 
NLO 800 435 – 485 
DAPI 
UV 364 385 – 470 
Cy3 NLO, UV 543 > 560 
488 NLO, UV 488 500 – 530 
 
2.3.10 Filterkulturen 
Um den parazellulären Widerstand und parazelluläre Transportprozesse zu messen, 
wurden Zellen auf mikroskopierbaren Transwell® CM-Filtern und PCF-Filtern (Millipore, 
Eschborn) mit einer Wachstumsfläche von 0,6 cm2 (kleine Filter) oder 4,2 cm2 (große 
Filter) und einer Porengröße von 0,4 µm ausgesät. 
PCF-Filter besitzen bereits eine extrazelluläre Matrix, so dass zahlreiche Zelllinien ohne 
weitere Beschichtung auf ihnen kultiviert werden können. Desweiteren werden PCF-
Filter im Gegensatz zu CM-Filtern vom Hersteller für Permeationsmessungen empfohlen. 
Allerdings sind PCF-Filter nicht mikroskopierbar, so dass das Wachstum der darauf aus-
gesäten Zellen nicht optisch verfolgt werden kann. 
Die Beschaffenheit der CM-Filter erlaubt zwar die mikroskopische Betrachtung der dar-
auf befindlichen Zellen, erfordert jedoch das Auftragen einer extrazellulären Matrix, damit 
sich die Zellen anheften können. Daher wurden die CM-Filter mit Rattenschwanzkollagen 
beschichtet. Dafür wurden 150 µl einer 220 µg/ml Rattenschwanzkollagelösung auf die 
kleinen Filter und 600 µl dieser Lösung auf die großen Filter aufgetragen. Die Filter wur-
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den bei 37 °C auf einer Wärmeplatte unter der Sterilbank getrocknet und vor ihrer Ver-
wendung einmal mit PBS gewaschen. 
Um die optimale Startzellzahl zu bestimmen, wurden alle untersuchten Zelllinien in ver-
schiedenen Dichten auf CM-Filtern ausgesät und ihr Wachstum über einen Zeitraum von 
mindestens einer Woche mikroskopisch beobachtet. Parallel dazu wurde der TER ge-
messen (2.4.1). Nachfolgend wurden die gleichen Zelldichten auf den PCF-Filtern aus-
gesät und der TER ermittelt. Für alle untersuchten Zelllinien erwiesen sich unabhängig 
vom genutzten Filtermaterial 100.000 Zellen für die kleinen bzw. 700.000 Zellen für die 
großen Filter am geeignetsten. Bei einer höheren Zellkonzentration erreichten die Zellen 
ihren maximalen TER zwar früher, jedoch war dieser deutlich niedriger und fiel bereits 
nach wenigen Tagen wieder ab. Wurden weniger Zellen ausgesät, bildeten sie auf den 
Filtern keinen konfluenten Monolayer aus und konnten folglich keinen TER aufbauen. 
Nach dem Ermitteln der optimalen Startzellzahl für alle Zelllinien und beide Filtergrößen 
wurden die Zellen in allen weiteren Versuchen auf PCF-Filtern kultiviert. Die kleinen Filter 
wurden in 24-Well-Schalen und die großen in 6-Well-Schalen gelegt. Das Außenvolumen 
des Kulturmediums betrug bei den kleinen Filtern 600 µl und das Innenvolumen 400 µl. 
Bei den großen Filtern betrugen die entsprechende Volumina 2 ml und 1,6 ml. 
 
2.3.11 Gefrierbruchelektronenmikroskopie 
MDCK-II-Zellen, die FLAG-Cld5wt, FLAG-Cld5R145A, FLAG-Cld5Y148A bzw. den Kontroll-
vektor stabil exprimierten wurden in 25 cm2-Zellkulturflaschen (TPP, Trasasingen, 
Schweiz) bis zum Erreichen der Konfluenz kultiviert. Anschließend wurden sie mit 
PBS+/+ gewaschen und 2 h mit 2,5 % Glutaraldehyd in PBS +/+ in der Zellkulturflasche 
fixiert. Die Gefrierbruchelektronenmikroskopie wurde freundlicherweise von Herrn Prof. 
Dr. Harmut Wolburg (Universität Tübingen, Tübingen, Deutschland) gemäß [Mack, 06] 
durchgeführt. 
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2.4 Messung der parazellulären Dichtigkeit 
2.4.1 Messung des transepithelialen elektrischen Widerstands im klassi-
schen Filterkultursystem 
Drei Tage nach dem Anlegen der Filterkulturen wurde die Konfluenz der Zellen mikro-
skopisch beurteilt. Enthielt der Monolayer keine Löcher, wurde eine TER-Messung 
durchgeführt. Dafür wurde eine Silber-Silberchlorid-Elektrode (Millipore, Eschborn, 
Deutschland) über Nacht in 10 mM KCl-Lösung äquilibriert, 10 min in 70 % Ethanol steri-
lisiert, unter der Sterilbank getrocknet und 10 min in DMEM geeicht. Für die Messung 
wurde die längere Seite der Silber-Silberchlorid-Elektrode in den Bereich zwischen Filter 
und Wand der Zellkulturschale gehalten. Die kürzere Seite wurde in das Medium über 
den Zellen getaucht. Zur Messung des TER wurde die Silber-Silberchlorid-Elektrode mit 
einem Volt-Ohmmeter Millicell®-ERS (Millipore, Eschborn, Deutschland) verbunden (Ab-
bildung 7). 
 
Abbildung 7: Schematische Darstellung einer TER-Messung im Filterkultursystem 
 
Der TER eines Filters wurde jeweils an drei verschiedenen Stellen gemessen und der 
Mittelwert berechnet. Da der TER temperaturabhängig ist, wurden alle Messungen bei 
37 °C auf einer Wärmeplatte durchgeführt. Zu jedem Experiment wurde mindestens ein 
zellfreier Filter mitgeführt, um den TER des Filters zu bestimmen. Dieser Wert wurde 
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vom TER der bewachsenen Filter subtrahiert. Der daraus resultierende TER wurde an-
schließend mit der Fläche des Zellkulturfilters multipliziert und ergab den TER in Ω • cm2. 
 
2.4.2 Messung des parazellulären Widerstands im Electric cell-substrate 
Impedance Sensing-System 
Zur Bestimmung des parazellulären Widerstands wurde neben der etablierten TER-
Messung mittels Silber-Silberchloird-Elektrode und Volt-Ohm-Meter (2.4.1) auch das 
ECIS-System (Applied Biophysics, Model 1600R, New York, USA) angewandt. Diese 
Technik ermöglicht die biophysikalische Charakterisierung von adhärenten Monolayern 
sowohl hinsichtlich ihres Gesamtwiderstands (Impedanz), ihres parazellulären Wider-
stands (Rb), ihrer Zell-Substrat-Kontakte (α) als auch der Membrankapazität (Cm) mit 
hoher zeitlicher Auflösung und ohne Schädigung der Zellen [Giaever, 91]. Dafür wurden 
die Zellen direkt auf Goldelektroden ausgesät, die auf den Boden der acht Wells eines 
ECIS-Trägers eingelassen waren. Die Fläche dieser so genannten „Arbeitselektroden“ 
beträgt jeweils 5 • 10-4 cm2 und ist damit um Faktor 300 kleiner als die der Gegenelektro-
de (0,15 cm²). Dadurch kann die eigene Impedanz der Gegenelektrode vernachlässigt 
werden. An die Arbeitselektroden wurde eine nicht invasive Spannung angelegt. Die 
Messwerte wurden fortlaufend durch die Zählelektrode gemessen (Abbildung 8). Es wur-
den Wells mit einer Elektrode sowie zehn oder 40 Elektroden (Ibidi, München, Deutsch-
land) genutzt. 




Abbildung 8: Schematische Darstellung einer Widerstandsmessung im ECIS-System. In-
nerhalb der gemessenen Impedanz wird zwischen dem parazellulären Widerstand Rb und dem 
Widerstand α, der aus der Adhäsion der Zellen an das Substrat resultiert, unterschieden. Cm be-
zeichnet die Membrankapazität, die Rückschlüsse auf die Zellmorphologie erlaubt [Giaever, 91]. 
 
Da Impedanzmessungen mit Wechselstrom erfolgen und der gemessene Widerstand 
frequenzabhängig ist, wurde zunächst für jede der verwendeten Zelllinien (MDCK-I, 
MDCK-II, Caco-2, NRC, hCMEC/D3) über einen Frequenzscan die optimale Frequenz 
ermittelt. Dafür wurde der parazelluläre Widerstand konfluenter Zellen mit dem parazellu-
lären Widerstand der zellfreien Elektrode bei Frequenzen von 100 - 40.000 Hz vergli-
chen. Als optimaler Frequenzbereich wurde der Bereich ermittelt, in dem der Widerstand 
ein Plateau erreichte und nicht mehr frequenzabhängig war. Bei NRC, MDCK-I-, MDCK-
II- und Caco-2-Zellen wurde der Widerstand bei 400 Hz und bei hCMEC/D3 bei 4.000 Hz 
aufgezeichnet. Zusätzlich wurden jeweils auch die Widerstände bei 40 kHz gemessen, 
da diese Werte Hinweise auf die Konfluenz der Zellen lieferten [Wegener, 00]. 
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Für ECIS-Messungen mit hCMEC/D3 und NRC wurden die Böden der Wells zuvor mit 
Rattenschwanzkollagen beschichtet, um ausreichende Adhäsionsmöglichkeiten an eine 
extrazelluläre Matrix zu schaffen. Dafür wurden 150 µl einer 220 µg/ml Rattenschwanz-
kollagelösung in die Wells pipettiert und nach zweistündiger Inkubation bei 37 °C ent-
fernt. Anschließend wurden die Wells einmal mit PBS gewaschen. Vor einer Messung 
wurden 200 µl Medium in jedes Well vorgelegt und 30 min im Brutschrank bei 37°C äqui-
libriert. Anschießend wurden die Zellen ausgesät. Für ECIS-Messungen mit NRC, 
hCMEC/D3, MDCK-I- und MDCK-II-Zellen wurden 100.000 Zellen pro Well eingesetzt. 
Für ECIS-Messungen mit Caco-2-Zellen wurden 50.000 Zellen pro Well ausgesät. Die 
Messkammer befand sich während der gesamten Messung in einem Brutschrank mit 
37 °C und, abhängig von der verwendeten Zelllinie, in 5 oder 10  % CO2. Der Widerstand 
wurde von einem an das ECIS-System angeschlossenen Computer mit der ECIS Soft-
ware Version 071113 kontinuierlich aufgezeichnet. Die Auswertung der gewonnenen Da-
ten erfolgte nach dem Export der Daten in Microsoft Excel. 
 
2.4.3 Messung des transepithelialen elektrischen Widerstands mittels 
cellZscope 
Für Widerstandsmessungen mit dem cellZscope (nanoAnalyics, Münster, Deutschland) 
wurden Zellen wie unter 2.4.1 auf Filtern ausgesät und in die Messkammern des cellZs-
cope gestellt. Die Werte für Impedanz, Rb und Cm wurden kontinuierlich aufgezeichnet. 
 
2.4.4 Permeationsmessungen 
Mit den Permeationsmessungen sollte die Bedeutung einzelner Aminosäuren in der 
2. EZS von Cld5 für dessen abdichtende Funktion gegenüber Molekülen untersucht wer-
den. Da bereits bekannt war, dass Cld5 den parazellulären Spalt gegenüber Molekülen 
< 800 Da abdichtet [Nitta, 03], wurden mit Fluoresceindinatriumsalz (FDS, 376 Da) und 
10 kDa-Fluoresceinisothiocyanat-Dextran (FD10, 10 kDa) Moleküle unterhalb und ober-
halb dieser Größenordnung für die Permeationsmessungen ausgewählt. Außerdem wur-
den die Permeationsmessungen genutzt, um die Wirkung von tight junction-mimetischen 
Peptiden auf die parazelluläre Dichtigkeit von Epithelzellen zu untersuchen. 
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Die Permeationsmessungen wurden auf PCF-Filtern durchgeführt. In Vorversuchen wur-
den die FDS- und FD10-Permeationskoeffizienten (Pcoeff) zellfreier PCF-Filter bestimmt, 
um bei späteren Permeationsmessungen mit zellbewachsenen Filtern den Einfluss der 
Filter auf den jeweiligen Pcoeff abzugrenzen. Dabei blieben der Pcoeff (FDS) und Pcoeff 
(FD10) bei verschiedenen Substratkonzentrationen (4 - 40 µg/ml) und Inkubationszeiten 
(10 - 60 min) konstant. Zellfreie PCF-Filter wiesen einen Pcoeff (FDS) von 5,1 • 10-5 cm/s 
und einen Pcoeff (FD10) von 7,6 • 10-5 cm/s auf. Dadurch wurde sichergestellt, dass die 
Versuche frei von Sättigungseffekten waren. 
Jeder Permeationsmessung gingen TER-Messungen der Filterkulturen voraus, um die 
Dichtigkeit des Monolayers nachzuweisen. Vor der Permeationsmessung wurde das je-
weilige Standardmedium (2.3.1) aus den Wells und den Filtern abgesaugt und die Zellen 
zweimal mit PBS +/+ gewaschen. Danach wurden entsprechend der Filtergröße 400 
bzw. 1600 µl 100 µM FDS oder 2,5 µM FD10 in HBSS (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe, 
Deutschland) auf die apikale Seite der Zellen pipettiert. Der basale Bereich wurde mit 
600 µl bzw. 2 ml HBSS gefüllt. Nach 10 min wurden jeweils drei 100 µl Aliquots aus dem 
basalen Kompartiment entnommen. Die Fluoreszenzintensität der Aliquots wurde mit 
einem Plattenreader (Tecan, Männedorf, Schweiz) bestimmt. Dabei erfolgte die Anre-
gung des FDS durch Licht mit einer Wellenlänge von 460 nm und die Detektion der Fluo-
reszenz bei 515 nm. FD10 wurde bei 485 nm angeregt und die Fluoreszenzintensität bei 
520 nm detektiert. Aus den Fluoreszenzintensitäten wurde mittels folgender Formel der 
Pcoeff berechnet [Gaillard, 01]: 
 
dQ: FNS- oder FD10-Menge im basolateralen Medium nach einer bestimmten Zeitspanne dt  
A: Fläche des Filters 
C0: Ausgangskonzentration von FNS oder FD10 auf der apikalen Seite des Filters  
60: Umrechnungsfaktor von min in sec 
 
Im Anschluss an die Permeationsmessungen wurde erneut der TER bestimmt, um si-
cherzustellen, dass der Monolayer durch die Waschschritte und den Mediumwechsel 
nicht beschädigt wurde. 
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2.4.5 Applikation von Claudinpeptiden 
Um die Wirkung verschiedener muriner Claudinpeptide auf die parazelluläre Dichtigkeit 
von Epithelzellen zu untersuchen, wurden Caco-2- und MDCK-II-Zellen wie unter 2.3.10 
beschrieben auf PCF-Filtern ausgesät und nach Erreichen des maximalen TER mit 
Claudinpeptiden behandelt (Tabelle 18). Bei der Herstellung dieser Peptide wurden aus 
synthesetechnischen Gründen alle vorhandene Cysteine standardmäßig durch Serine 
ersetzt und die C-Termini amidiert. 
Tabelle 18: Liste der Claudinpeptide 
Peptid Strukturbereich Aminosäuresequenz (N-terminal → C-terminal) 
Cld153-81 C-terminaler Abschnitt der 
1. EZS von Cld1 
SSVSQSTGQIQSKVFDSLLNLNSTLAQATR-NH2 
Cld11-31 1. TMD von Cld1 MANAGLQLLGFILAFLGWIGAIVSTALPQWRKKKK-
NH2 
Cld253-81 C-terminaler Abschnitt der 
1. EZS von Cld2 
ECATHSTGITQCDIYSTLLGLPADIQAAQ-NH2 
 
Cld3140-159 2. EZS von Cld3 NTIIRDFYNPLVPEAQKREM-NH2 
Cld553-81 C-terminaler Abschnitt der 
1. EZS von Cld5 
SSVVQSTGHMQSKVYESVLALSAEVQAAR-NH2 




Der TER der Zellen wurde vor der Applikation der Peptide sowie 6, 24 und 48 h danach 
gemessen. Nach 48-stündiger Inkubationszeit wurden außerdem der Pcoeff (FDS) und der 
Pcoeff (FD10) in Permeationsmessungen bestimmt (2.4.4). 
 
2.4.6 Herstellung kalziumfreier Medien 
Der Aufbau und die Aufrechterhaltung von TJ sind Ca2+-abhängige Prozesse. Bei Ca2+-
Mangel kommt es innerhalb von 15 min zur Internalisierung von TJ-Proteinen und damit 
zum Zusammenbruch der TJ. Nach Wiederzufuhr von Ca2+ werden die TJ wieder aufge-
baut. Diese Vorgänge sollten bei Cld5-Mutanten, die stabil in MDCK-II-Zellen transfiziert 
wurden, und bei Caco-2-Zellen, die mit CPE behandelt wurden, untersucht werden. Um 
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Ergebnisse zu erhalten, die von der Methode des Ca2+-Entzugs unabhängig waren, wur-
den zwei verschiedene Protokolle zur Herstellung Ca2+-freier Medien angewandt. 
Bei der ersten Methode wurde Ca2+ durch Zugabe von 2 mM EGTA (Serva Electrophore-
sis GmbH, Heidelberg, Deutschland) zu DMEM (ohne Zusätze) gebunden, wodurch im 
Medium kein frei verfügbares Ca2+ mehr vorhanden war. Bei der zweiten Methode wurde 
Ca2+ zunächst mittels Chelex 100 aus FCS entfernt, welches anschließend zur Herstel-
lung von Ca2+-Mangelmedium mit Ca2+-freiem S-MEM genutzt wurde (Tabelle 8). Che-
lex 100 ist ein chelatbildendes Harz mit einer hohen Affinität für polyvalente Metallionen. 
Zur Herstellung einer Gebrauchslösung wurden 10 g Chelex 100 mit einer Maschenweite 
von 50 - 100 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) in 50 ml dH2O auf-
genommen. Überschüssiges dH2O wurde mittels Whatman-Filterpapier vom gequollenen 
Chelex 100 getrennt. Das Gewicht des Harzes wurde erneut bestimmt und danach mit 
der fünffachen Menge FCS (Biochrom, Berlin, Deutschland) gemischt. Der pH-Wert der 
Suspension wurde mit verdünnter Salzsäure (J.T. Baker, Deventer, Holland) auf 7,4 ein-
gestellt. Die Suspension wurde über Nacht unter ständigem Schütteln bei 4°C inkubiert. 
Am nächsten Tag wurde die Suspension 5 min bei 300 x g zentrifugiert, um das nun 
Ca2+-freie FCS vom Chelex zu trennen. Der Überstand der Suspension wurde mit einem 
0,45 µm Filter steril filtriert.  
 
2.4.7 Kalziumdepletion und calcium switch assay 
Ca2+-Depletionen wurden durchgeführt, um die Rolle des Y148 von Cld5 bei der durch 
Ca2+-Mangel ausgelösten Internalisierung von Cld5 und Cld1 zu untersuchen. Dafür 
wurden MDCK-II-Zellen, die Cld5wt oder Cld5Y148A stabil exprimierten, nach dreitägiger 
Kultivierung in Ca2+-haltigem MDCK-II-Standardmedium (2.3.1) auf Ca2+-freies Medium 
(entweder DMEM mit 2 mM EGTA oder Ca2+-Mangelmedium, 2.4.6) umgestellt. Die Zel-
len wurden nach 0, 30, 60, 120 und 180 min Kultivierung in Ca2+-freiem Medium fixiert 
(2.3.7). Die subzelluläre Lokalisation von Cld1 und Cld5 wurde mittels Immunfluores-
zenzfärbung analysiert. 
Der calcium switch assay wurde durchgeführt, um die Rolle des Y148 von Cld5 beim 
Wiederaufbau der TJ nach Ca2+-Depletion und anschließender Ca2+-
Resupplementierung zu analysieren. Dafür wurden die MDCK-II-Zellen nach 16 h  Inku-
bation in Ca2+-freiem Medium für weitere 0, 30, 60, 120 und 180 min in Ca2+-haltigem 
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MDCK-II-Standardmedium inkubiert. Anschließend wurden die Zellen, wie zuvor be-
schrieben, fixiert und die subzelluläre Lokalisation von Cld1 und Cld5 mittels Immunfluo-
reszenzfärbung analysiert. Außerdem wurde der calcium switch assay verwendet, um 
den Einfluss verschiedener CPE-Konstrukte auf den Wiederaufbau der TJ zu untersu-
chen. Dafür wurden Caco-2-Zellen zunächst in Caco-2-Standardmedium kultiviert und 
nach dem Erreichen der Konfluenz einem calcium switch assay unterzogen. Die Zellen 
wurden parallel zur Ca2+-Resupplementierung mit CPE behandelt. Anschließend wurde 
der TER über einen Zeitraum von 11 h gemessen. 
 
2.5 Biochemische Methoden 
2.5.1 Herstellung von Gesamtzellextrakten für Western Blots 
Gesamtzellextrakte, die mittels Western Blot analysiert werden sollten, wurden aus Zell-
linien hergestellt, die in 75 cm2 Zellkulturflaschen kultiviert wurden. Das Zellkulturmedium 
wurde abgesaugt und die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen. Anschließend 
wurden sie mit einem Schaber zweimal in je 5 ml PBS geerntet. Die Zelllysate wurden in 
15 ml Falcon-Röhrchen überführt und 10 min bei 1200 x g und 4 °C zentrifugiert. Nach 
Absaugen des Überstands wurde das Pellet in flüssigem Stickstoff gefroren und bis zur 
weiteren Verwendung bei - 80 °C gelagert. 
 
2.5.2 Bestimmung der Proteinkonzentration von Gesamtzelllysaten 
Die Proteinkonzentration von Gesamtzelllysaten wurde mit dem BCATM Protein Assay Kit 
(Thermo Scientific/ Pierce, Bonn, Deutschland) nach Herstellerangaben bestimmt. Dafür 
wurden die Zellpellets (2.5.1) in 200 µl Ripa-Puffer (mit Proteaseinhibitoren) aufgenom-
men, resuspendiert und durch fünfmaliges Aufziehen in einer 24 G Kanüle homogeni-
siert. 10 µl dieses Homogenats wurden mit 90 µl dH2O verdünnt und mit 2 ml Arbeitslö-
sung (Lösung A und B in einem Verhältnis 50:1) vermischt. Nach 30-minütiger Inkubation 
bei 37 °C wurde die Extinktion der Proben bei einer Wellenlänge von 562 nm und RT im 
Spektrophotometer DU 640 (Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland) bestimmt. 
Um die Proteinkonzentration der Proben zu berechnen, wurde parallel eine BSA-
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Standardreihe mitgeführt, die Proben mit 2,5, 12,5, 25, 50, 75, 100, 150 und 200 µg 
BSA/100 µl umfasste. 
 
2.5.3 Diskontinuierliche sodium dodecyl sulfate-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese 
Bei dieser Form der Elektrophorese werden vollständig denaturierte und mit 
1,4 g SDS/g Protein beladene Proteine in einem diskontinuierlichen Polyacrylamidgel 
ihrer Größe nach aufgetrennt. Diese Methode wurde genutzt, um die Expression endo-
gener TJ-Proteine in NRC und MDCK-II-Zellen zu analysieren. Außerdem wurde die Ex-
pression der FLAG-Cld5-Proteine und des endogenen Cld1 in stabil transfizierten 
MDCK-II-Zellen mittels Western Blot analysiert. Die Expression von β-Aktin und GAPDH 
wurde untersucht, um die eingesetzten Proteinmengen zu normalisieren. 
Die verwendeten SDS-Polyacrylamidgele und Gelelektrophoresepuffer wurden nach 
dem Standardprotokoll von Sambrook 1989 hergestellt. Zur Vorbereitung einer Probe 
von Gesamtzellextrakten wurden 40 µg Protein mit 4 x SDS-Ladepuffer versetzt und 
10 min bei 60 °C inkubiert. Das Trenngel wurde schnell zwischen zwei vertikale Glasplat-
ten gegossen und mit Isopropanol überschichtet. Nachdem sich eine gerade Phasen-
grenze ausgebildet hatte, wurde das Isopropanol mit Whatman-Filterpapier vollständig 
entfernt und mit Sammelgel überschichtet, in das ein Kamm eingesetzt wurde. Nach der 
Polymerisierung des Sammelgels wurde das gesamte Polyacrylamidgel vertikal in SDS 
Laufpuffer getaucht, der Kamm entfernt und die Taschen gespült. Die Proteine wurden in 
der Gelelektrophoresekammer Hoefer SE 250 (Amersham Biosciences Europe GmbH, 
Freiburg, Deutschland) bei konstanter Spannung aufgetrennt. Die Spannung betrug im 
Sammelgel 80 Volt und im Trenngel 120 Volt. Um das Molekulargewicht der Proteinban-
den abzuschätzen, wurde ein Proteingrößenmarker (SeeBlue® Plus 2 Prestained Marker, 
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) mitgeführt. 
 
2.5.4 Western Blot 
Um die aufgetrennten Proteine immunologisch zu detektieren, wurden sie zunächst vom 
Gel auf eine Nitrozellulose- oder PVDF-Transfermembran (HybondTM-ECL oder Hy-
bondTM-P, Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg, Deutschland) übertragen. 
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Dafür wurde das SDS-Polyacrylamidgel und die Transfermembran 5 min in Transferpuf-
fer (Tabelle 19) äquilibriert. Bei der Verwendung einer PVDF-Membran verwendet, wurde 
diese vor dem Äquilibrieren 2 min in Methanol aktiviert. 
Der Transfer der Proteine vom Gel auf die Membran erfolgte in einer Semi-Dry-
Transferzelle (Bio-Rad Laboratories GmbH, München, Deutschland). Zunächst wurde in 
Transferpuffer getränktes Filterpapier (3 mm; Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 
Deutschland) auf die Anode gelegt. Darauf wurden die Transfermembran, das SDS-
Polyacrylamidgel und weiteres, in Transferpuffer getränktes Filterpapier darauf geschich-
tet. Vor dem Auflegen der Kathode wurden Luftblasen aus dem System entfernt. Der 
Proteintransfer erfolgte 45 min bei RT und einer konstanten Spannung von 20 V. 
Nach dem Transfer wurde die Membran 1 min bei RT in Ponceau-S-Lösung inkubiert, um 
die Proteine zu fixieren. Da Ponceau-S Lösung sämtliche übertragene Protein anfärbt, 
wurde sie zunächst unvollständig mit H2O abgespült, um die Integrität der Proteine, die 
Beladung des Gels, die Blotting-Effizienz und den Gellauf zu kontrollieren. Anschließend 
wurde die Ponceau-S-Lösung mittels dH2O vollständig entfernt. Um die proteinfreien 
Bindungsstellen auf der Transfermembran unspezifisch zu blockieren, wurde sie über 
Nacht bei 4 °C in TBSTM inkubiert. 
Tabelle 19: Puffer für Western Blots 
Puffer Zusammensetzung 
Ponceau-S-Färbelösung 0,2 % Ponceau S in 1 % Essigsäure 
TBST 20 mM Tris/HCl pH-Wert 7,5; 150 mM NaCl; 0,05 % 
Tween-20 
TBSTM TBST mit 3 % Magermilchpulver 
Transferpuffer 25 mM Tris-Base; 192 mM Glycin; 20 % Methanol 
 
2.5.5 Immunologische Detektion von Proteinbanden auf Membranen 
Zur immunologischen Detektion von Proteinen auf der Membran wurde diese zunächst 
1,5 h bei RT mit dem Primärantikörper inkubiert. Anschließend wurde sie bei RT dreimal 
je 10 min mit TBST gewaschen, 45 min mit dem Sekundärantikörper inkubiert und erneut 
dreimal je 10 min mit TBST gewaschen. Die verwendeten Konzentrationen der genutzten 
Antikörper sind in Tabelle 20 zusammengefasst. Da alle verwendeten Sekundärantikör-
Material und Methoden 
________________________________________________________________________________________________________________________ 
 69
per kovalent an Meerrettichperoxidase gekoppelt waren, wurden die Proteinbanden stets 
mit dem ECL-Kit (Amersham GE Healthcare, München, Deutschland) nach Herstelleran-
gaben mit Hilfe eines Lumi Imagers (Roche, Mannheim, Deutschland) detektiert. 
















2.5.6 Strippen von Membranen 
Um Proteine gleicher Größenordnung ohne gegenseitige Beeinflussung auf einer geblot-
teten Membran zu detektieren, wurden die gebundenen Antikörper durch zweistündige 
Inkubation in Ablösepuffer (62,5 mM Tris/HCl pH-Wert 6,7; 100 mM 2-Mercaptoethanol; 
2 % SDS) bei RT von der Membran gewaschen. Anschließend wurde der Blot 2 h bei RT 
mit 5 % Milchpulver in TBST inkubiert. 
 
2.6 Statistik 
Statistische Auswertungen wurden mit Hilfe der Software Graph Prism Version 3.0 
durchgeführt. Unterschiede zwischen den verschiedenen Claudinproteinen oder Peptid-
behandlungen wurden beim Vergleich zweier Gruppen mit dem nicht-parametrischen 
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Mann-Whitney-U-Test bzw. beim Vergleich mehrerer Gruppen mit dem nicht-
parametrischen Kruskal-Wallis-Test und anschließendem Dunn’s post-Test auf statisti-






3.1 Die Bedeutung einzelner Aminosäuren der zweiten extrazel-
lulären Schleife von Claudin-5 für die Integrität der tight 
junctions 
Die mit Cld5-YFP-Konstrukten stabil transfizierten HEK-293-Zellen waren für die durch-
geführten Lokalisationsstudien und indirekten Interaktionsstudien gut geeignet [Piontek, 
08]. Für Untersuchungen zur parazellulären Dichtigkeit, die im Rahmen dieser Arbeit 
durchgeführt wurden, war jedoch ein Zellsystem mit endogenen TJ und daraus resultie-
render ausreichend hoher parazellulärer Dichtigkeit erforderlich. Da HEK-293-Zellen kei-
ne endogenen TJ ausbilden und überdies der TER von Cld5wt-YFP-exprimierenden HEK-
293-Zellen im klassischen Filterkultursystem niedriger war als der TER der zellfreien 
Kontrollfilter, konnten HEK-293-Zellen für Untersuchungen zur parazellulären Dichtigkeit 
nicht genutzt werden. Im ECIS-System war der Rb von Cld5-YFP-exprimierenden HEK-
293-Zellen zwar messbar (1000 - 2000 Ω), allerdings waren die Werte so gering, dass 
Schwankungen zwischen verschiedenen Zellklonen eines Cld5-YFP-Konstrukts größer 
ausfielen (bis zu 1000 Ω) als zwischen den mit verschiedenen Cld5-YFP-Konstrukten 
transfizierten Zellen (bis zu 500 Ω). Außerdem waren die von [Piontek, 08] verwendeten 
Cld5-YFP-Konstrukte für Untersuchungen zur parazellulären Dichtigkeit eventuell unge-
eignet, weil sich das YFP am C-Terminus der Cld5-Proteine befand, wodurch die ZO-1-
Bindungsstelle blockiert wurde. Auch waren die Cld5-YFP-Fusionsproteine im Vergleich 
zum endogenen Cld5 mehr als doppelt so groß. Daher wurden Cld5-Fusionsproteine 
hergestellt, die am N-Terminus mit einem FLAG-Tag fusioniert waren (Abbildung 9). Die-
se FLAG-Cld5-Proteine wiesen neben einer freien ZO-1 Bindestelle am C-Terminus auch 
eine mit dem endogenen Cld5 vergleichbare Größe auf und sollten daher für Untersu-





Abbildung 9: Schematische Darstellung der durch ortsspezifische Mutagense hergestellten 
Flag-Cld5-Proteine. Die Positionen der Aminosäuresubstitutionen sind mit roten Punkten ge-
kennzeichnet. 
 
3.1.1 Subzelluläre Lokalisation verschiedener FLAG-Claudin-5-Proteine in 
HEK-293-Zellen 
Um die subzelluläre Lokalisation der hergestellten FLAG-Cld5-Proteine mit der der Cld5-
YFP-Proteine von [Piontek, 08] zu vergleichen, wurden die FLAG-Cld5-Konstrukte zu-
nächst ebenfalls in HEK-293-Zellen transfiziert. Damit konnte auch die Lokalisation der 
neuen FLAG-Cld5-Proteine unabhängig von anderen Claudinen überprüft werden. 
Während Flag-Cld5wt und FLAG-Cld5R145A nur an Kontaktstellen zweier benachbarter 
transfizierter Zellen in der Plasmamembran lokalisiert waren, verteilten sich FLAG-
Cld5Y148A, FLAG-Cld5Y158A und FLAG-Cld5E159Q kontinuierlich über die gesamte Plasma-
membran transfizierter Zellen. FLAG-Cld5K157A war unabhängig vom Kontakt der transfi-
zierten Zellen zu anderen transfizierten Zellen intrazellulär lokalisiert (Abbildung 10). 
Damit entsprach die subzelluläre Lokalisation aller FLAG-Cld5-Konstrukte der Lokalisati-








Abbildung 10: Die subzelluläre Lokalisation der FLAG-Cld5-Proteine stimmt mit der Lokali-
sation der entsprechenden Cld5-YFP-Proteine von [Piontek, 08] in stabil transfizierten 
HEK-293-Zellen überein. Die Zellen wurden stabil mit FLAG-Cld5wt, FLAG-Cld5R145A, FLAG-
Cld5Y148A, FLAG-Cld5K157A, FLAG-Cld5Y158A oder FLAG-Cld5E159Q transfiziert. Cld5 (grün) wurde 
durch Immunfluoreszenzfärbung mit einem monoklonalen Maus-anti-Cld5-Antikörper detektiert. 
Die Plasmamembran (rot) wurde mittels Oberflächenbiotinylierung gefärbt (2.3.8). Die Zellkerne 
(blau) wurden mit DAPI gefärbt. In der Überlagerung erscheinen Cld5-Signale in der Plasma-
membran gelb. FLAG-Cld5wt und FLAG-Cld5R145A wiesen eine Kontaktanreicherung in den be-
nachbarten Plasmamembranen transfizierter Zellen auf (Pfeile). FLAG-Cld5Y148A, FLAG-
Cld5KY158A und FLAG-Cld5KE159Q waren kontinuierlich über die Plasmamembran verteilt (Pfeilspit-
zen). FLAG-Cld5K157A war intrazellulär lokalisiert (Sternchen). Maßstab: 5 µm. 
 
Allerdings gab es zwischen einigen HEK-293-Zellen, die mit FLAG-Cld5wt transfiziert 
wurden, vereinzelt Kontakte, in denen keine eindeutige Anreicherung von Cld5wt in der 
Plasmamembran der benachbarten Zelle zu erkennen war. Ebenso gab es Kontakte zwi-
schen FLAG-Cld5Y148A-exprimierenden HEK-293-Zellen, bei der eine Anreicherung von 
FLAG-Cld5Y148A in den Kontaktplasmamembranen nicht ausgeschlossen werden konnte. 
Auch bei den anderen FLAG-Cld5-Proteinen gab es einzelne Zellen, in denen das trans-
fizierte Konstrukt atypisch lokalisiert war. Die in Abbildung 10 gezeigten Immunfluores-
zenzfärbungen zeigen jedoch die repräsentativen subzellulären Lokalisationen der ein-
zelnen FLAG-Cld5-Konstrukte. 
 
3.1.2 Auswahl einer geeigneten Zelllinie für Untersuchungen zur parazellu-
lären Dichtigkeit 
In den folgenden Experimenten sollte eine Zelllinie identifiziert werden, die endogene TJ 
ausbildet, kein Cld5 exprimiert und einen ausreichend hohen TER aufweist, um die Wir-
kung exogener Cld5-Proteine auf die Integrität der TJ in einer heterogenen Claudinum-
gebung zu untersuchen. 
HEK-293-Zellen waren ungeeignet, da selbst HEK-293-Klone, die Cld5wt-YFP stabil 
exprimieren, keinen messbaren TER ausbilden (Daten nicht gezeigt). Daher wurde zu-
nächst der TER folgender epithelialer und endothelialer Zelllinien mit dem TER von HEK-





Abbildung 11: Zelllinien weisen unterschiedliche TER-Werte auf. Der TER wurde vier Tage 
nach Aussaat von 150.000 Zellen pro/cm² gemessen. Zuvor wurden die Filter für NRC und 
hCMEC/D3 mit Rattenschwanzkollagen und für HEK-293-Zellen mit Poly-L-Lysin beschichtet. 
Während NRC, MDCK-I-, MDCK-II- und Caco-2-Zellen hohe TER-Werte generierten, wiesen 
hCMEC/D3 und HEK-293-Zellen TER-Werte ≤ 10 Ω ▪ cm² auf, die sich nicht signifikant vom TER 
zellfreier Filter unterschieden (Kruskal-Wallis-Test mit anschließendem Dunn’s post-Test, n.d.: 
nicht detektierbar). 
 
Sowohl hCMEC/D3 als auch HEK-293-Zellen bildeten nur sehr geringe Widerstände aus, 
so dass sich ihr TER nicht signifikant vom TER zellfreier Filter unterschied (Abbil-
dung 11). Daher waren sie für parazelluläre Dichtigkeitsmessungen ungeeignet. 
Die MDCK-I-Zellen wiesen von allen untersuchten Zelllinien den höchsten TER auf (Ab-
bildung 11). Allerdings betrug die Transfektionseffizienz dieser Zellen sowohl bei Lipofek-
tion als auch bei Elektroporation nur etwa 2 %. Da in den anschließenden parazellulären 
Dichtigkeitsmessungen die Bedeutung einzelner Aminosäuren der 2. EZS von Cld5 für 
die TJ-Integrität untersucht werden sollte, indem exogene FLAG-Cld5-Proteine stabil in 
Epithelzellen transfiziert werden sollten, war eine möglichst hohe Transfektionseffizienz 
der Zellen erforderlich. Daher waren MDCK-I-Zellen für die parazellulären Dichtigkeits-
messungen ungeeignet. 
Die Caco-2-Zellen, die einen ausreichend hohen TER generierten (Abbildung 11), waren 
ebenfalls aufgrund ihrer geringen Transfektionseffizienz von unter 2 % für die späteren 
parazellulären Dichtigkeitsmessungen ungeeignet.  
Sowohl NRC als auch MDCK-II-Zellen bildeten ausreichend hohe TER-Werte aus, um 




(Abbildung 11). Die Transfektionseffizienz der MDCK-II-Zellen bzw. NRC betrug sowohl 
bei Lipofektion als auch bei Elektroporation etwa 10 bzw. 5 %. 
In einem weiteren Schritt sollte die Expression endogener TJ-Proteine in MDCK-II-Zellen 
und NRC mittels Western Blot untersucht werden. Sowohl MDCK-II-Zellen als auch NRC 
exprimierten alle untersuchten TJ-Proteine (Abbildung 12). Während die Expression von 
endogenem Cld1 und Cld4 in beiden Zelllinien vergleichbar war, wurden bei Cld2, Cld3, 
Cld5 und ZO-1 Unterschiede detektiert. Obwohl ein Vergleich der Expressionstärken 
zwischen beiden Zelllinien nur unter der Annahme zulässig ist, dass sich die verwende-
ten Antikörper in ihrer Spezifität für Hund und Ratte nicht unterscheiden, wurde festge-
stellt, dass die Signale für Cld2 und ZO-1 in MDCK-II-Zellen im Vergleich zu NRC inten-
siver waren. Im Gegensatz dazu wurden Cld3 und Cld5 in NRC stärker exprimiert. 
(Abbildung 12). Die schwache Cld5-Bande in MDCK-II-Zellen ist vermutlich auf eine 
Kreuzreaktivität des verwendeten monoklonalen Maus-anti-Cld5-Antikörpers mit Cld3 
zurückzuführen, da in früheren Versuchen gezeigt wurde, dass dieser Antikörper exoge-
nes Cld3 in claudinfreien HEK-293-Zellen detektiert (persönliche Kommunikation mit Dr. 
Jörg Piontek, Leibniz-Institut für Molekulare Pharmakologie, Berlin, Deutschland). 
 
Abbildung 12: Detektion endogener TJ-Proteine in MDCK-II-Zellen und NRC mittels Wes-
tern Blot. Die Proteine wurden wie unter 2.5.5 beschrieben detektiert. Sowohl MDCK-II-Zellen als 
auch NRC exprimierten alle untersuchten TJ-Proteine. Β-Aktin diente als Ladungskontrolle. 
 
Da NRC im Vergleich zu MDCK-II-Zellen einen höheren endogenen Cld5-Hintergrund 
und eine niedrigere Transfektionseffizienz aufwiesen, wurden die MDCK-II-Zellen zur 
stabilen Transfektion der FLAG-Cld5-Konstrukte ausgewählt, um die Bedeutung einzel-





3.1.3 Subzelluläre Lokalisation verschiedener FLAG-Claudin-5-Proteine in 
MDCK-II-Zellen 
3.1.3.1 Spezifität des anti-FLAG-Primärantikörpers 
Die subzelluläre Lokalisation der FLAG-Cld5-Proteine wurde zunächst in transient trans-
fizierten MDCK-II-Zellen untersucht. Drei Tage nach der Transfektion wurde eine Immun-
fluoreszenzfärbung mit einem polyklonalen Kaninchen-anti-FLAG-Primärantikörper 
durchgeführt. Erfahrungsgemäß können verschiedene Chargen eines Antikörpers unter-
schiedliche Spezifitäten für das Epitop aufweisen. Auch bei diesem anti-FLAG-Antikörper 
wurden chargenbedingte Unterschiede beobachtet. Da im Verlauf dieser Arbeit transien-
te (und stabile) Transfektionen von MDCK-II-Zellen zunächst mit FLAG-Cld5wt und FAG-
Cld5Y148A und anschließend mit den übrigen FLAG-Cld5-Mutanten durchgeführt wurden, 
mussten für die Immunfluoreszenzfärbungen verschiedene Chargen des polyklonalen 
Kaninchen-anti-FLAG-Primärantikörpers verwendet werden. 
Für die Immunfluoreszenzfärbung der mit FLAG-Cld5wt und FAG-Cld5Y148A transfizierten 
MDCK-II-Zellen wurde ein anti-FLAG-Antikörper der Charge A verwendet, der das FLAG-
Tag hochspezifisch erkannte, so dass keine Hintergrundsignale entstanden (Abbildun-
gen 13A, 14, 15). Bei den Immunfluoreszenzfärbungen der anschließend mit den übrigen 
FLAG-Cld5-Mutanten transfizierten MDCK-II-Zellen wurde bereits die Charge B des glei-
chen anti-FLAG-Antikörpers verwendet (Abbildungen 13B, 16, 17). Diese später verwen-
dete Charge wies eine niedrigere Spezifität auf, so dass Hintergrundsignale beobachtet 
wurden. In Abbildung 13 sind die Hintergrundsignale der Chargen A und B sowie einer 





Abbildung 13: Verschiedene Chargen des Kaninchen-anti-FLAG-Primärantikörpers unter-
schieden sich in ihrer Spezifität. Untransfizierte MDCK-II-Zellen wurden für Immunfluoreszenz-
färbungen mit verschiedenen Chargen des polyklonalen anti-FLAG-Primärantikörpers eingesetzt: 
Charge A, die zur Färbung von FLAG-Cld5wt- oder FLAG-Cld5Y148A-exprimierenden MDCK-II-
Zellen verwendet wurde (A), Charge B, die zur Färbung von MDCK-II-Zellen verwendet wurde, 
die die übrigen FLAG-Cld5-Mutanten exprimierten (B) und Charge C, die für Färbungen von 
FLAG-Cld5-Proteinen ungeeignet war, da starke Hintergrundsignale auftraten, die eine Abgren-
zung des exogenen FLAG-Signals vom Hintergrund nicht mehr gestatteten (C). Für alle drei 
Chargen wurde eine Verdünnung von 1:300 eingesetzt. Maßstab: 5 µm. 
 
Die Charge C des polyklonalen Kaninchen-anti-FLAG-Antikörpers zeigte so starke Hin-
tergrundsignale, dass sie für spätere Co-Lokalisationsstudien der verschiedenen Cld5-
Konstrukte mit anderen TJ-Proteinen nicht genutzt werden konnte. Daher wurde in die-
sen Experimenten ein monoklonaler Maus-anti-Cld5-Antikörper eingesetzt, der bei Fär-
bungen von untransfizierten MDCK-II-Zellen oder MDCK-II-Zellen, die mit dem Kontroll-
vektor transfiziert wurden, geringere Hintergrundsignale aufwies (3.1.5). 
 
3.1.3.2 Expression von Claudin-5wt und Caudin-5Y148A in MDCK-II-Zellen 
Die Immunfluoreszenzfärbungen von FLAG-Cld5wt und FLAG-Cld5Y148A in transient trans-
fizierten MDCK-II-Zellen ergaben, dass die jeweiligen Cld5-Proteine auch in benachbar-
ten transfizierten Zellen kontinuierlich über die Plasmamembran verteilt waren (Abbil-
dung 14). Diese Beobachtung stand mit der Kontaktanreicherung von FLAG-Cld5wt in der 
Plasmamembran benachbarter transient transfizierter HEK-293-Zellen im Widerspruch 
(Abbildung 10). In transient transfizierten MDCK-II-Zellen erschienen die Signale von 
Cld5wt und Cld5Y148A in den benachbarten Plasmamembranbereichen transfizierter Zellen 
nur bei erster Ansicht stärker. Dieser Eindruck war jedoch darauf zurückzuführen, dass in 





Abbildung 14: FLAG-Cld5wt und FLAG-Cld5Y148A sind in transient transfizierten MDCK-II-
Zellen kontinuierlich über die Plasmamembran verteilt. Immunfluoreszenzfärbungen mit der 
Charge A des polyklonalen Kaninchen-anti-FLAG-Primärantikörpers (rot) gegen das FLAG-Epitop 
von FLAG-Cld5wt (A) und FLAG-Cld5Y148A (B). MDCK-II-Zellen, die mit dem Kontrollvektor transfi-
ziert wurden (C), dienten als Negativkontrolle. Die Zellkerne (blau) wurden mit DAPI gefärbt. 
Maßstab: 5 µm. 
 
Nachdem eine kontinuierliche Verteilung von FLAG-Cld5wt und Cld5Y148A über die Plas-
mamembran transient transfizierter MDCK-II-Zellen nachgewiesen wurde, wurden für die 
anschließenden parazellulären Dichtigkeitsmessungen (3.1.6) MDCK-II-Zellklone herge-
stellt, die FLAG-Cld5wt, FLAG-Cld5Y148A oder den Kontrollvektor stabil exprimierten (Ab-
bildung 15). Die subzelluäre Lokalisation von FLAG-Cld5wt oder FLAG-Cld5Y148A in die-
sen Klonen wurde mit Immunfluoreszenzfärbungen untersucht. Sie stimmte mit der 
subzellulären Lokalisation von transient exprimiertem FLAG-Cld5wt bzw. FLAG-Cld5Y148A 
überein (Abbildung 14).  
 
Abbildung 15: FLAG-Cld5wt und FLAG-Cld5Y148A sind in stabil transfizierten MDCK-II-Zellen 
kontinuierlich über die Plasmamembran verteilt. Immunfluoreszenzfärbungen mit der Charge 
A des polyklonalen Kaninchen-anti-FLAG-Primärantikörpers (rot) gegen das FLAG-Epitop von 
FLAG-Cld5wt (A) und FLAG-Cld5Y148A (B). MDCK-II-Zellen, die mit dem Kontrollvektor transfiziert 






3.1.3.3 Expression von Claudin-5R145A, Claudin-5K157A, Claudin-5Y158A und 
Claudin-5E159Q in MDCK-II-Zellen 
Die subzelluläre Lokalisation der übrigen FLAG-Cld5-Mutanten R145A, K157A, Y158A 
und E159Q wurde wiederum zunächst in transient transfizierten MDCK-II-Zellen mittels 
Immunfluoreszenzfärbung untersucht (Abbildung 16). Diese Immunfluoreszenzfärbungen 
wurden mit der Charge B des polyklonalen Kaninchen-anti-FLAG-Primärantikörpers 
durchgeführt und weisen daher im Vergleich zur Charge A, mit der FLAG-Cld5wt und 
FLAG-Cld5Y148A gefärbt wurden (Abbildungen 14 und 15), stärkere Hintergrundsignale 
auf. Um einen Vergleich mit der spezifischeren Charge A des anti-FLAG-Antikörpers zu 
erhalten, wurden die MDCK-II-Zellen, die FLAG-Cld5wt transient exprimierten, mitgefärbt 
(Vergleich zwischen Abbildung 16A und Abbildung 14A). Da sich in den FLAG-Cld5K157A-
exprimierenden MDCK-II-Zellen die Hintergrundsignale mit den intrazellulären FLAG-
Signalen überlagerten, gestaltete sich die Auswertung für diese Mutante besonders 
schwierig. Dennoch wurde in MDCK-II-Zellen, die mit FLAG-Cld5K157A transfiziert wurden, 
im Vergleich zu untransfizierten Zellen ein stärkeres intrazelluläres Signal detektiert. 
Folglich war die Mutante Cld5K157A sowohl in transient transfizierten HEK-293-Zellen als 
auch in MDCK-II-Zellen intrazellulär lokalisiert (Abbildung 10, 16C). FLAG-Cld5R145A, 
FLAG-Cld5Y158A und FLAG-Cld5E159Q waren kontinuierlich über die Plasmamembran ver-
teilt und wiesen keine Kontaktanreicherung in den Plasmamembranen benachbarter 





Abbildung 16: FLAG-Cld5R145A, FLAG-Cld5Y158A und FLAG-Cld5E159Q sind in transient trans-
fizierten MDCK-II-Zellen kontinuierlich über die Plasmamembran verteilt, wohingegen 
FLAG-Cld5K157A intrazellulär lokalisiert ist. Immunfluoreszenzfärbung mit der Charge B des 
polyklonalen Kaninchen anti-FLAG-Primärantikörper (rot) gegen das FLAG-Epitop von FLAG-
Cld5wt (A), FLAG-Cld5R145A (B), FLAG-Cld5K157A (C), FLAG-Cld5Y158A (D), FLAG-Cld5E159Q (E). 
MDCK-II-Zellen, die mit dem Kontrollvektor transfiziert wurden (F), dienten als Negativkontrolle. 
Die Zellkerne (blau) wurden mit DAPI gefärbt. Maßstab: 10 µm. 
 
Nach der Verifizierung der korrekten subzellulären Lokalisation der übrigen FLAG-Cld5-
Mutanten in transient transfizierten MDCK-II-Zellen wurden auch für diese Konstrukte 
stabil transfizierte Zelllinien hergestellt. In diesen stabilen Linien wurde die subzelluläre 
Lokalisation der FLAG-Cld5-Proteine wiederum mittels Immunfluoreszenzfärbung analy-
siert. FLAG-Cld5R145A, FLAG-Cld5Y158A und FLAG-Cld5E159Q waren kontinuierlich über die 
Plasmamembran verteilt, wohingegen FLAG-Cld5K157A intrazellulär lokalisiert war (Abbil-
dung 17). Damit stimmte die subzelluläre Lokalisation dieser FLAG-Cld5-Proteine zwi-
schen transient und stabil transfizierten MDCK-II-Zellen überein (Abbildung 16, 17). Um 
einen Vergleich mit der spezifischeren Charge A des polyklonalen Kaninchen-anti-FLAG-
Primärantikörpers zu erhalten, wurden die MDCK-II-Zellklone, die FLAG-Cld5Y148A stabil 





Abbildung 17: FLAG-Cld5R145A, FLAG-Cld5Y158A und FLAG-Cld5E159Q sind in stabil transfi-
zierten MDCK-II-Zellen kontinuierlich über die Plasmamembran verteilt, wohingegen FLAG-
Cld5K157A intrazellulär lokalisiert ist. Immunfluoreszenzfärbung mit der Charge B des polyklona-
len Kaninchen-anti-FLAG-Primärantikörpers (rot) gegen das FLAG-Epitop von FLAG-Cld5Y148A 
(A), FLAG-Cld5R145A (B), FLAG-Cld5K157A (C), FLAG-Cld5Y158A (D), FLAG-Cld5E159Q (E). MDCK-II-
Zellen, die mit dem Kontrollvektor transfiziert wurden (F), dienten als Negativkontrolle. Die Zell-
kerne (blau) wurden mit DAPI gefärbt. Maßstab: 10 µm. 
 
Aufgrund der niedrigen Spezifität der Chargen B und C des polyklonalen Kaninchen-anti-
FLAG-Primärantikörpers wurde in späteren Lokalisationsstudien ein monoklonaler Maus-
anti-Cld5-Primärantikörper genutzt, um exogene FLAG-Cld5-Proteine anzufärben. Mit 
diesem Antikörper wurde auch bei untransfizierten MDCK-II-Zellen und bei der Vektor-
kontrolle ein schwaches Signal beobachtet. Allerdings war dieses im Vergleich zu den 
mit FLAG-Cld5 transfizierten MDCK-II-Zellen vernachlässigbar gering. Vermutlich ist die-
ses Signal auf eine Kreuzreaktivität des Antikörpers mit Cld3 zurückzuführen, da in frü-
heren Versuchen gezeigt wurde, dass dieser Antikörper exogenes Cld3 in claudinfreien 
HEK-293-Zellen anfärbt (persönliche Kommunikation mit Dr. Jörg Piontek, Leibniz-Institut 





3.1.4 Analyse der Expression der FLAG-Claudin-5-Proteine in stabil trans-
fizierten MDCK-II-Zellen mittels Western Blot 
Für die Untersuchungen zur parazellulären Dichtigkeit sollten MDCK-II-Klone eingesetzt 
werden, die vergleichbare Mengen der FLAG-Cld5-Proteine aufwiesen. Daher wurden 
die Expressionsstärken der FLAG-Cld5-Proteine in stabil transfizierten MDCK-II-Zellen 
mittels Western Blot verglichen. Alle untersuchten MDCK-II-Klone exprimierten ver-
gleichbare Mengen der Cld5-Proteine (Abbildung 18A). Da bereits gezeigt wurde, dass 
exogenes Cld5 keinen Einfluss auf die endogene Expression anderer TJ-Proteine hat, 
wurde an dieser Stelle nur der Nachweis der unveränderten Cld1-Expression erbracht 
(Abbildung 18B). 
 
Abbildung 18: Alle untersuchten stabilen MDCK-II-Zellklone exprimierten vergleichbare 
Mengen der exogenen FLAG-Cld5-Proteine und des endogenen Cld1. Analyse von Gesamt-
zellextrakten mit einem monoklonalen Maus-anti-Cld5-Primärantikörper (A) und einem polyklona-
len Kaninchen-anti-Cld1-Primärantikörper (B) im Western Blot. Die Detektion von GAPDH diente 
zur Normalisierung der eingesetzten Proteinmengen. Mit Ausnahme der Vektorkontrolle exprimier-
ten alle MDCK-II-Klone vergleichbare Mengen der FLAG-Cld5-Proteine (A). Die exogene Expres-





3.1.5 Co-Lokalisation von FLAG-Claudin-5-Proteinen mit endogenen tight 
junction-Proteinen 
Im Folgenden sollte untersucht werden, ob sich die Aminosäuresubstitutionen in der 
2. EZS von Cld5 auf dessen Lokalisation in den TJ auswirken. Dafür wurde die Co-
Lokalisation der FLAG-Cld5-Proteine mit den endogenen TJ-Proteinen Occludin (Abbil-
dung 19) bzw. Cld1 (Abbildung 20) mittels Immunfluoreszenzdoppelfärbung analysiert.  
Für FLAG-Cld5wt und alle Mutanten mit Ausnahme der intrazellulären Mutante FLAG-
Cld5K157A wurde eine Lokalisation in der Plasmamembran sowie eine Co-Lokalisation mit 
Cld1 und Occludin detektiert (Abbildung 19, 20). Folglich waren die Aminosäuren R145, 
Y148, Y158 und E159 von Cld5 für dessen Co-Lokalisation mit Cld1 oder Occludin nicht 
relevant. Für die intrazelluläre Mutante FLAG-Cld5K157A wurde keine Co-Lokalisation mit 








Abbildung 19: Alle stabil exprimierten FLAG-Cld5-Proteine außer FLAG-Cld5K157A co-
lokalisieren mit endogenem Occludin in MDCK-II-Zellen. Die Zellen wurden fünf Tage auf 
Deckgläschen kultiviert. Anschließend wurden Cld5 (grün) und Occludin (rot) mittels Immunfluo-
reszenzdoppelfärbung detektiert. Stellen der Co-Lokalisation von Cld5 und Occludin ergaben in 





Um die Co-Lokalisation der FLAG-Cld5-Proteine mit endogenem Cld1 nicht nur in der x-
y-Ebene, sondern auch in z-Richtung zu analysieren, wurden weiterführende Untersu-
chungen mit konfokalen Mikroskopen durchgeführt. Ausgehend von einer Ebene unter-
halb der basalen Zellkernregion bis zur apikalen TJ-Ebene wurden im Abstand von 
0,25 µm Aufnahmen der Zelle angefertigt. 
Auch bei diesen Aufnahmen wurde zwischen FLAG-Cld5wt und den FLAG-Cld5-Mutanten 
mit Ausnahme von FLAG-Cld5K157A kein Unterschied beobachtet. Sowohl FLAG-Cld5wt 
als auch Cld5R145A, FLAG-Cld5Y148A, FLAG-Cld5Y158A und FLAG-Cld5E159Q wurden in der 
apikolateralen TJ-Ebene detektiert und wiesen eine Co-Lokalisation mit Cld1 auf (Abbil-
dung 20). Folglich waren die Aminosäuren R145, Y148, Y158 und E159 von Cld5 für 
dessen Co-Lokalisation mit Cld1 weder in der x-y-Ebene noch in der x-z-Ebene oder in 
der y-z-Ebene relevant. Erwartungsgemäß wurde bei diesen Aufnahmen in der TJ-
Region der FLAG-Cld5K157A-exprimierenden MDCK-II-Zellen nur endogenes Cld1, aber 
keine Co-Lokalisation von FLAG-Cld5K157A mit Cld1 nachgewiesen, da FLAG-Cld5K157A 









Abbildung 20: Alle stabil exprimierten FLAG-Cld5-Proteine außer FLAG-Cld5K157A co-
lokalisieren mit endogenem Cld1 in MDCK-II-Zellen. Die Zellen wurden fünf Tage auf Deckglä-
schen kultiviert. Anschließend wurden Cld5 (grün) und Cld1 (rot) mittels Immunfluoreszenzdoppel-
färbung detektiert. Stellen der Co-Lokalisation von Cld5 und Cld1 ergaben in der Überlagerung 
gelbe Signale. Die z-Richtung wurde vergrößert dargestellt (Pfeil). Die unterschiedlichen Größen 
der überlagerten Signale in z-Richtung resultierten aus den verschiedenen Verläufen der Plas-
mamembranen zur jeweiligen Schnittebene. Die Zellkerne (blau) wurden mit DAPI gefärbt. 
MDCK-II-Zellen, die mit FLAG-Cld5K157A oder dem Kontrollvektor transfiziert wurden, zeigten kei-
ne Co-Lokalisation von Cld5 und Cld1 in der Plasmamembran. Maßstab: 5 µm. 
 
3.1.6 Bedeutung einzelner Aminosäuren der zweiten extrazellulären Schlei-
fe von Claudin-5 für die parazelluläre Dichtigkeit von MDCK-II-Zellen 
In den folgenden Experimenten sollte die Bedeutung definierter Aminosäuren der 2. EZS 
von Cld5 für die parazelluläre Dichtigkeit von MDCK-II-Zellen untersucht werden. Dafür 
wurden sowohl der parazelluläre Widerstand als auch Pcoeff (FDS) und Pcoeff (FD10) der 
MDCK-II-Zellklone, die verschiedene FLAG-Cld5-Proteine stabil exprimierten, bestimmt 
(2.4.1 - 4). 
 
3.1.6.1 Bedeutung für den parazellulären Widerstand 
MDCK-II-Zellen, die FLAG-Cld5wt stabil exprimierten, wiesen sowohl im Vergleich zur 
Vektorkontrolle (p < 0,001) als auch zu allen Zellklonen, die Cld5-Mutanten stabil expri-
mierten, einen signifikant höheren TER auf. So betrug der TER der FLAG-Cld5wt MDCK-
II-Klone im Mittel 507 ± 42 Ω • cm2 und war damit im Vergleich zur Vektorkontrolle, die 




Cld5-Mutanten stabil exprimierten, unterschieden sich weder untereinander noch im Ver-
gleich zur Vektorkontrolle signifikant. Sie lagen zwischen 80 und 152 Ω • cm2 (Abbil-
dung 21, Tabelle S22 im Anhang). 
 
Abbildung 21: Die Aminosäuren R145, Y148, K157, Y158 und E159 von Cld5 sind für die 
von Cld5wt vermittelte Erhöhung des TER essentiell. MDCK-II-Zellklone, die die angegebenen 
FLAG-Cld5-Proteine stabil exprimierten, wurden auf Filtern ausgesät. Für jedes FLAG-Cld5-
Protein wurden mindestens zwei Klone und neun bis zwölf Filter verwendet. Nach drei Tagen 
wurde der TER gemessen. Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwertes (SEM), *** p < 0,001 im 
Vergleich zur Vektorkontrolle gemäß Kruskal-Wallis-Test mit anschließendem Dunn’s post-Test, 
n > 10. 
 
Zusammenfassend wurde gezeigt, dass alle untersuchten Aminosäuresubstitutionen in 
der 2. EZS von Cld5 die Erhöhung des TER durch FLAG-Cld5wt aufheben. Folglich sind 
die nativen Aminosäuren an den Positionen 145, 148, 157, 158 und 159 von Cld5 für den 
Aufbau des TER essentiell. 
Neben dem klassischen Filterkultursystem (2.4.1) wurde auch das ECIS-System (2.4.2) 
genutzt, um den parazellulären Widerstand der stabil transfizierten MDCK-II-Zellen zu 
messen. Dabei wurden keine Unterschiede zwischen MDCK-II-Zellen, die mit FLAG-
Cld5wt, FLAG-Cld5Y148A bzw. dem Kontrollvektor stabil transfiziert wurden, detektiert 
(Abbildung 22). Damit war das ECIS-System im Gegensatz zum klassischen 
Filterkultursystem nicht geeignet, um Unterschiede zwischen den parazellulären 
Widerständen der FLAG-Cld5wt- und FLAG-Cld5Y148A-exprimierenden MDCK-II-Zellen zu 






Abbildung 22: MDCK-II-Zelllinien, die mit FLAG-Cld5wt, FLAG-Cld5Y148A oder dem Kontroll-
vektor stabil transfiziert wurden, bilden im ECIS-System keine unterschiedlichen parazellu-
lären Widerstände aus. Dargestellt sind die Rb-Werte von je drei verschiedenen FLAG-Cld5wt-, 
FLAG-Cld5Y148A- und Kontrollvektor-MDCK-II-Zellklonen. 
 
Desweiteren wurde der parazelluläre Widerstand von FLAG-Cld5wt- und FLAG-Cld5Y148A-
exprimierenden MDCK-II-Zellen mit dem cellZscope-Gerät gemessen (2.4.3), dass 
kurzzeitig zur Verfügung stand. Dabei war der parazelluläre Widerstand der FLAG-
Cld5wt-exprimierenden MDCK-II-Zellen im Vergleich zur Vektorkontrolle und den 
Cld5Y148A-exprimierenden MDCK-II-Zellen um den Faktor 5 erhöht. Folglich wurden die 
Messergebnisse aus dem klassichen Filterkultursystem reproduziert. Aufgrund der 
zeitlich beschränkten Verfügbarkeit des cellZscope-Geräts konnten die übrigen FLAG-
Cld5-Mutanten nicht analysiert werden. 
 
3.1.6.2 Bedeutung für die parazelluläre Permeation von Fluoresceindinatrium-
salz 
In den folgenden Experimenten sollte untersucht werden, ob R145, Y148, K157, Y158 
und E159 von Cld5 auch für die Abdichtung gegen die parazelluläre Permeation kleiner 
Moleküle relevant sind. Dafür wurde der Pcoeff (FDS) bestimmt (2.4.4). FDS ist ein 376 Da 
großes Salz, das keine toxische Wirkung auf Zellen hat und daher die Integrität des 
Monolayers nicht beeinträchtigt [O'goshi, 06; Chang, 05]. 
Die stabile Expression von Cld5wt reduzierte die parazelluläre Permeabilität von MDCK-
II-Zellen gegenüber FDS im Vergleich zur Vektorkontrolle (p < 0,05) sowie im Vergleich 
zu allen Cld5-Mutanten (p < 0,01) signifikant (Abbildung 23, Tabelle S23 im Anhang). Im 
Gegensatz dazu wiesen alle MDCK-II-Zellklone, die mutierte FLAG-Cld5-Proteine expri-




lität gegenüber FDS auf (p < 0,01 für Cld5R145A sowie p < 0,05 für Cld5Y148A, Cld5K157A, 
Cld5Y158A und Cld5E159Q). Die Permeationskoeffizienten dieser Mutanten betrugen 
6,26 • 10-6 bis 9,34 • 10-6 cm/s und waren damit im Vergleich zur Vektorkontrolle, die ei-
nen mittleren Pcoeff (FDS) von 3,38 • 10-6 cm/s aufwies, etwa um den Faktor 2 erhöht. 
 
Abbildung 23: Die Aminosäuren R145, Y148, K157, Y158 und E159 von Cld5 sind für die 
parazelluläre Dichtigkeit gegenüber FDS essentiell. MDCK-II-Zellklone, die die angegebenen 
FLAG-Cld5-Proteine stabil exprimierten, wurden auf Filtern ausgesät. Für jedes FLAG-Cld5-
Protein wurden mindestens zwei Klone und zehn Filter verwendet. Nach vier Tagen wurde der 
TER gemessen. Nachdem die Zellen einen konstanten TER erreicht hatten, wurden die Permea-
tionsmessungen durchgeführt. Mittelwert ± SEM, * p < 0,05 und ** p < 0,01 im Vergleich zur Vek-
torkontrolle gemäß Kruskal-Wallis-Test mit anschließendem Dunn’s post-Test, n ≥ 10. 
 
Zusammenfassend führte die stabile Transfektion von FLAG-Cld5wt in MDCK-II-Zellen 
zur Reduktion der parazellulären Permeation von FDS bzw. zur Erhöhung der parazellu-
lären Dichtigkeit gegenüber FDS. Im Gegensatz zu den TER-Messungen aus 3.1.7.1 
entsprachen bei den FDS-Permeationsmessungen die Permeationskoeffizienten der 
MDCK-II-Zellklone, die Cld5-Mutanten exprimierten, nicht den Permeationskoeffizienten 
der Vektorkontrollen, sondern waren erhöht. Folglich führten die untersuchten Mutatio-
nen nicht nur zum Verlust der abdichtenden Wirkung von Cld5wt gegenüber der parazel-






3.1.6.3 Bedeutung für die parazelluläre Permeation von 10 kDa-
Fluoresceinisothiocyanat-Dextran 
Da bereits bekannt ist, dass Cld5 den parazellulären Spalt gegen Moleküle < 800 Da 
abdichtet [Nitta, 03], wurden mit FDS (376 Da) ein Molekül unterhalb dieser Größenord-
nung ausgewählt. Nun sollte untersucht werden, ob R145, Y148, K157, Y158 und E159 
von Cld5 auch für die Abdichtung gegen die parazelluläre Permeation noch größerer 
Moleküle relevant sind. Dafür wurden Permeationsversuche mit FD10 durchgeführt. Wie 
bereits für FDS beschrieben, weist auch FD10 keine zytotoxische Wirkung auf und be-
einträchtigt die Integrität des Monolayers nicht [O'goshi, 06]. 
Bei MDCK-II-Zellen, die FLAG-Cld5wt stabil exprimierten, betrug der Pcoeff (FD10) 
2,63 • 10-7 ± 3,13 • 10-8 cm/s. Dieser war zwar geringer als der mittlere Pcoeff (FD10) der 
Vektorkontrolle (3,72 • 10-7 ± 3,13 • 10-8 cm/s), dennoch war dieser Unterschied nicht 
signifikant (Abbildung 24, Tabelle S24 im Anhang). Im Gegensatz zu Cld5wt wiesen alle 
MDCK-II-Zellklone, die mutierte Cld5-Proteine exprimierten, die dem Phänotyp der dis-
junction-Mutante zugeordnet werden (Cld5Y148A, Cld5Y158Y und Cld5E159Q) im Vergleich zur 
Vektorkontrolle eine signifikant höhere Permeabilität gegenüber FD10 auf (p < 0,05 für 
Cld5Y148A und Cld5Y158Y, p < 0,01 für Cld5E159Q). Die Permeation von FD10 war bei diesen 
drei Cld5-Mutanten im Vergleich zur Vektorkontrolle um die Faktoren 2 bis 2,5 erhöht. Im 
Gegensatz zur parazellulären Permeation von FDS, bei der mit allen Cld5-Mutanten ein 
erhöhter Pcoeff (FDS) beobachtet wurde, hatten nicht alle untersuchten Cld5-Mutationen 
einen Einfluss auf die parazelluläre Permeation von FD10. Die intrazelluläre Cld5K157A-
Mutante sowie die Mutante vom TJ-Typ Cld5R145A wiesen zwar im Vergleich zur Vektor-
kontrolle höhere Permeationskoeffizienten auf, jedoch waren die Unterschiede nicht sta-





Abbildung 24: Die Aminosäuren Y148, Y158 und E159 von Cld5 sind für die parazelluläre 
Dichtigkeit gegenüber FD10 essentiell. MDCK-II-Zellklone, die die angegebenen FLAG-Cld5-
Proteine stabil exprimierten, wurden auf Filtern ausgesät. Für jedes FLAG-Cld5-Protein wurden 
mindestens zwei Klone und neun Filter verwendet. Nach vier Tagen wurde der TER gemessen. 
Nachdem die Zellen einen konstanten TER erreicht hatten, wurden die Permeationsmessungen 
durchgeführt. Mittelwert ± SEM, * p < 0,05 und ** p < 0,01 im Vergleich zur Vektorkontrolle gemäß 
Kruskal-Wallis-Test mit anschließendem Dunn’s post-Test, n ≥ 10. 
 
Zusammenfassend hatte die stabile Transfektion von MDCK-II-Zellen mit Cld5wt, 
Cld5R145A und Cld5K157A keine verändere parazelluläre Permeation von FD10 zur Folge. 
Folglich dichten die von diesen Zellen ausgebildeten TJ den parazellulären Spalt gegen-
über großen Molekülen im Vergleich zur Vektorkontrolle vergleichbar ab. Die drei disjunc-
tion-Mutanten Cld5Y148, Cld5Y158A undCld5E159Q wiesen jedoch im Vergleich zur Vektor-
kontrolle eine signifikant höhere parazelluläre Permeation von FD10 auf. 
 
3.1.7 Bedeutung einzelner Aminosäuren der zweiten extrazellulären Schlei-
fe von Claudin-5 für die Expression und subzelluläre Lokalisation von 
tight junction-Proteinen 
3.1.7.1 Periphere tight junction-Proteine: ZO-1 
Nun sollte untersucht werden, ob die Aminosäuresubstitutionen in der 2. EZS von FLAG-
Cld5 die Expression oder subzelluläre Lokalisation peripherer TJ-Proteine beeinflussen. 
Dafür wurden die Expressionsstärke und die subzelluläre Lokalisation von ZO-1 in den 





In allen MDCK-II-Zellklonen wurden ZO-1-Signale gleicher Intensität beobachtet. Ferner 
war das ZO-1-Signal stets kontinuierlich über die gesamte Plasmamembran verteilt (Ab-
bildung 25). Es wurden keine Unterschiede zwischen Cld5wt und den Cld5-Mutanten de-
tektiert. Folglich waren die Aminosäuren R145, Y148, K157, Y158 und E159 von Cld5 für 
die Expression und subzelluläre Lokalisation von ZO-1 nicht relevant. 
 
Abbildung 25: R145, Y148, K157, Y158 und E159 von Cld5 sind für die Expression und sub-
zelluläre Lokalisation von endogenem ZO-1 in FLAG-Cld5 stabil exprimierenden MDCK-II-
Zellen nicht relevant. MDCK-II-Zellen, die FLAG-Cld5wt (A), FLAG-Cld5R145A (B), FLAG-Cld5Y148A 
(C), FLAG-Cld5K157A (D), FLAG-Cld5Y158A (E) oder FLAG-Cld5E159Q (F) stabil exprimierten, wurden 
fünf Tage auf Deckgläschen kultiviert. Anschließend wurde ZO-1 (grün) mittels Immunfluoreszenz-
färbung detektiert. Die Zellkerne (blau) wurden mit DAPI gefärbt. Maßstab: 5 µm. 
 
3.1.7.2 Transmembranale tight junction-Proteine: JAM-1 
Anschließend sollte untersucht werden, ob die Aminosäuresubstitutionen der 2. EZS von 
FLAG-Cld5-Proteinen die Expression oder subzelluläre Lokalisation transmembranaler 
TJ-Proteine beeinflusst. Untersuchungen zur Co-Lokalisation der stabil exprimierten 
FLAG-Cld5-Proteine mit endogenem Occludin (Abbildung 19) bzw. Cld1 (Abbildung 20) 
hatten bereits gezeigt, dass die in dieser Arbeit untersuchten Aminosäuresubstitutionen 
von FLAG-Cld5 die Expression und subzelluläre Lokalisation dieser TJ-Proteine nicht 




JAM-1, einem weiteren transmembranalen TJ-Protein, mittels Immunfluoreszenzfärbung 
stabiler MDCK-II-Zellen analysiert werden. Dabei wurde beobachtet, dass die stabile 
Expression von FLAG-Cld5K157A, nicht jedoch von FLAG-Cld5wt bzw. FLAG-Cld5Y148A, 
zum fast vollständigen Verlust der Plasmamembranlokalisation von JAM-1 führt, (Abbil-
dung 26). 
 
Abbildung 26: Die stabile Transfektion von MDCK-II-Zellen mit FLAG-Cld5K157A führte im 
Gegensatz zu FLAG-Cld5wt und FLAG-Cld5Y148A zum Verlust der Plasmamembranlokalisati-
on von JAM-1. MDCK-II-Zellen, die FLAG-Cld5wt, FLAG-Cld5Y148A oder FLAG-Cld5K157A stabil 
exprimierten, wurden fünf Tage auf Deckgläschen kultiviert. Anschließend wurden JAM-1 (rot) und 
Cld5 (grün) mittels Immunfluoreszenzfärbung detektiert. Stellen der Co-Lokalisation von JAM-1 
und Cld5 ergaben in der Überlagerung gelbe Signale. Die Zellkerne (blau) wurden mit DAPI ge-





3.1.8 Bedeutung einzelner Aminosäuren der zweiten extrazellulären Schlei-
fe von Claudin-5 für die Morphologie von tight junction-Strängen 
Im Folgenden sollte untersucht werden, ob die Aminosäuresubstitutionen in der 2. EZS 
von FLAG-Cld5 die Morphologie der TJ-Stränge von MDCK-II-Zellen beeinflussen. Dafür 
wurden die TJ-Stränge von MDCK-II-Zellen, die FLAG-Cld5wt, FLAG-Cld5R145A, FLAG-
Cld5Y148A bzw. den Kontrollvektor stabil exprimierten, mittels Gefrierbruchelektronenmik-
roskopie analysiert (2.3.11). Die TJ-Stränge dieser Zellen unterschieden sich weder hin-
sichtlich ihrer Anzahl noch hinsichtlich ihrer Länge und Quervernetzung. Alle TJ-Stränge 
waren mit der protoplasmatischen Hälfe der Plasmamembran assoziiert (Abbildung 27). 
 
Abbildung 27: Die Expression der verschiedenen FLAG-Cld5-Proteine hat auf die Strang-
morphologie der TJ von MDCK-II-Zellen keinen Einfluss. Gefrierbruchelektronenmikroskopi-
sche Aufnahmen von MDCK-II-Zellen, die den Kontrollvektor (A), FLAG-Cld5wt (B), Flag-Cld5R145A 
(C) und FLAG-Cld5Y148A (D) exprimierten. PF kennzeichnet die protoplasmatische und EF die 





3.1.9  Rolle des Y148 von Claudin-5 beim Ca2+-abhängigen Ab- und Aufbau 
von tight junctions 
Im Folgenden sollte die Bedeutung von Aminosäuren der 2. EZS von Cld5, deren Aus-
tausch in HEK-293-Zellen zum Verlust der Cld5-Kontaktanreicherung in der Plasma-
membran führt, für den Ca2+-abhängigen Abbau und Wiederaufbau von TJ untersucht 
werden (2.4.7). Dabei wurde die Rolle des Y148 von Cld5 exemplarisch für alle Cld5-
disjunction-Mutanten analysiert. 
Nach dem Entzug von Ca2+ wurde sowohl bei FLAG-Cld5wt als auch bei FLAG-Cld5Y148A 
ein Verlust der Plasmamembranlokalisation beobachtet (Abbildung 28). Dabei unter-
schieden sich beide Proteine hinsichtlich des zeitlichen Verlaufs des Verlusts der Plas-
mamembranlokalisation nicht. In einigen Versuchen wurde Cld5Y148A im Vergleich zu 
Cld5wt tendenziell etwas langsamer aus der Plasmamembran abgereichert. Allerdings 
wiesen auch die Zellen auf einem Deckgläschen unterschiedliche Zeitverläufe des Ver-
lusts der Plasmamembranlokalisation auf. Daher konnte der tendenziell langsamere Ver-
lust der Plasmamembranlokalisation des FLAG-Cld5Y148A nicht eindeutig auf die Substitu-
tionsmutation zurückgeführt werden. Folglich sprechen die Ergebnisse dafür, dass Y148 






Abbildung 28: Y148 von Cld5 ist nicht an der Regulierung der Ca2+-abhängigen Internalisie-
rung von Cld5 beteiligt. MDCK-II-Zellen, die FLAG-Cld5wt oder FLAG-Cld5Y148A stabil exprimier-
ten, wurden zunächst in Ca2+-haltigem MDCK-II-Standardmedium kultiviert und zwei Tage nach 
Erreichen der Konfluenz auf Ca2+-freies Medium umgestellt. Die Zellen wurden sofort danach oder 
30, 60, 120 und 180 min später fixiert. Cld1 (grün) und Cld5 (rot) wurden mittels Immunfluores-
zenzfärbung detektiert. Die Überlagerung der beider Signale erschien gelb Die Zellkerne (blau) 
wurden zusätzlich mit DAPI gefärbt. Maßstab: 5 µM. 
 
Auch beim Wiederaufbau der TJ nach Ca2+-Entzug und erneuter Ca2+-Zufuhr wurden 
zwischen FLAG-Cld5wt und FLAG-Cld5Y148A keine Unterschiede beobachtet (Abbil-
dung 29). Nach 30- bzw. 120-minütiger Inkubation in Ca2+-haltigem MDCK-II-
Standardmedium wurden die ersten Cld1- bzw. Cld5-Signale in der Plasmamembran 
beider stabil transfizierter MDCK-II-Zelllinien detektiert. Folglich ist Y148 von Cld5 nicht 





Abbildung 29: Y148 von Cld5 ist nicht am Ca2+-abhängigen Wiedereinbau von Cld5 in die 
TJ beteiligt. MDCK-II-Zellen, die FLAG-Cld5wt oder FLAG-Cld5Y148A stabil exprimierten, wurden 
zunächst in Ca2+-haltigem MDCK-II-Standardmedium kultiviert. Zwei Tage nach Erreichen der 
Konfluenz wurden sie 16 h in Ca2+-freiem S-MEM kultiviert. Anschließend wurde das S-MEM ge-
gen MDCK-II-Standardmedium ausgetauscht. Die Zellen wurden sofort danach oder 15, 30, 60, 
120, 180 und 240 min später Zellen fixiert. Cld1 (grün) und Cld5 (rot) wurden mittels Immunfluo-
reszenzfärbung detektiert. Die Zellkerne (blau) wurden zusätzlich mit DAPI gefärbt. FLAG-Cld5wt 





3.2 Tight junction-modulierende Peptide 
Im Folgenden sollte die Wirkung der Peptide Cld153-81, Cld253-81, Cld553-81, Cld3140-159 und 
Cld11-31 (Abbildung 30) sowie eines Peptids, dessen Sequenz bis auf vier zusätzliche 
Lysine am N-Terminus der 2. TMD des Glycinrezeptors entsprach (GlyR-TDM), auf die 
parazelluläre Dichtigkeit von Epithelzellen untersucht werden. 
 
Abbildung 30: Übersicht über die verwendeten Claudinpeptide. Der Abschnitt der Claudine, 
der als Vorlage für die jeweiligen Peptide diente, ist rot markiert. 
 
3.2.1 Wirkung von Claudinpeptiden auf den parazellulären Widerstand von 
Epithelzellen im Electric cell-substrate Impedance Sensing-System 
Um eine eventuelle Reduktion des parazellulären Widerstands detektieren zu können, 
wurden für diese Experimente Zelllinien eingesetzt, die hohe TER-Werte ausbilden. In 
entsprechenden Vorversuchen erwiesen sich neben den MDCK-II-Zellen auch Caco-2-
Zellen als geeignet (Abbildung 11). 
Die Zellen wurden zunächst in die Kammern von ECIS-Trägern eingesät und der Wider-
stand in Echtzeit gemessen (2.4.2). Sobald die Zellen einen konfluenten Monolayer aus-




Seite mit 100, 200, 400  µM des jeweiligen Claudinpeptids behandelt. Sowohl bei Caco-
2-Zellen (Abbildung 31) als auch bei MDCK-II-Zellen (Daten nicht gezeigt) wurde der 
Widerstand durch die Behandlung mit Claudinpeptiden im Vergleich zur Kontrolle nicht 
signifikant verändert. 
 
Abbildung 31: Die apikal applizierten Claudinpeptide beeinflussen den Rb von Caco-2-
Zellen im ECIS-System nicht. Caco-2-Zellen wurden auf ECIS-Trägern ausgesät und nach Aus-
bildung eines konfluenten Monolayers apikal mit 400 µM Cld153-81 (grün) (A), Cld253-81 (blau) (B), 
Cld553-81 (schwarz) (C), Cld3140-159 (rot) (D) oder Cld11-31 (rot) (E) behandelt. Die zweite Kurve in 
jeder Abbildung repräsentiert den parazellulären Widerstand der Kontrolle. Die parazellulären 
Widerstände der peptidbehandelten Caco-2-Zellen unterschieden sich nicht signifikant von der 




3.2.2 Wirkung von Claudinpeptiden auf die parazelluläre Dichtigkeit von 
Epithelzellen im Filterkultursystem 
Zellen, die auf ECIS-Trägern ausgesät werden, können aufgrund der Konstruktion der 
ECIS-Träger nur von apikaler Seite behandelt werden. Im Gegensatz dazu ermöglicht 
das Filterkultursystem die Behandlung von Zellen sowohl von apikaler als auch von 
basolateraler Seite. Außerdem gestattet nur das Filterkultursystem, nicht aber das ECIS-
System, die Messung der parazellulären Permeation von Molekülen wie FDS und FD10. 
Daher sollte im Folgenden die Wirkung der Claudinpeptide auf die parazelluläre 
Dichtigkeit im Filterkulturmodell untersucht werden. Damit sollte eine mögliche basalola-
terale Wirkung der Claudinpeptide identifiziert und ihre fehlende apikale Wirkung verifi-
ziert werden. Caco-2- und MDCK-II-Zellen wurden auf Zellkulturfiltern ausgesät und mit 
300 µM Cld153-81, Cld253-81, Cld553-81, Cld3140-159, GlyR-TDM oder Cld51-31, behandelt. 
 
3.2.2.1 Claudin-153-81 
Cld153-81 führte bei beidseitiger Behandlung von Caco-2-Zellen nach 24 h im Vergleich 
zur Kontrolle zur signifikanten Reduktion des TER (Abbildung 32). Wurde Cld153-81 apikal 
oder basolateral appliziert, war der TER der Caco-2-Zellen erst 48 h nach der Behand-
lung im Vergleich zur Kontrolle signifikant reduziert. 
 
Abbildung 32: Cld153-81 reduziert den TER von Caco-2-Zellen bei basolateraler oder beidsei-
tiger Applikation, jedoch nicht bei apikaler Zugabe. Caco-2-Zellen wurden auf Zellkulturfiltern 
ausgesät und nach Ausbildung eines konfluenten Monolayers apikal, basolateral oder beidseitig 
mit 300 µM Cld153-81 behandelt. Der TER wurde vor der Behandlung sowie 6, 24 und 48 h danach 
gemessen. Mittelwert ± SEM, * p < 0.01 im Vergleich zur Kontrolle gemäß Kruskal-Wallis-Test mit 





Im Anschluss an die 48-stündige Inkubation der Caco-2-Zellen mit Cld153-81 wurden ne-
ben der TER-Messung auch Permeationsmessungen mit FDS und FD10 durchgeführt. 
Die parazelluläre Permeabilität der Caco-2-Zellen gegenüber FDS wurde durch apikal 
appliziertes Cld153-81 im Vergleich zur Kontrolle nicht signifikant verändert (Abbildung 33). 
Im Gegensatz dazu führte die basolaterale Applikation von Cld153-81 im Vergleich zur 
Kontrolle und im Vergleich zu den apikal behandelten Zellen zur Erhöhung der parazellu-
lären Permeation von FDS um den Faktor 7,5. Die beidseitige Behandlung der Caco-2-
Zellen mit Cld153-81 führte im Vergleich zur Kontrolle und zu den apikal behandelten Zel-
len zur Erhöhung des Pcoeff (FDS) um den Faktor 13. 
 
Abbildung 33: Cld153-81 erhöht die parazelluläre Permeation von FDS bei Caco-2-Zellen bei 
basolateraler und beidseitiger Applikation. Die Permeationsmessungen wurden im Anschluss 
an die 48-stündige Inkubation der Caco-2-Zellen mit 300 µM Cld153-81 durchgeführt. Zellen, die 
basolateral oder beidseitig mit Cld153-81 behandelt wurden, wiesen im Vergleich zur Kontrolle und 
zu den apikal behandelten Zellen eine signifikant erhöhte parazelluläre Permeation von FDS auf 
Mittelwert ± SEM, * p < 0,05 und ** p < 0,01 im Vergleich zur Kontrolle gemäß Kruskal-Wallis-Test 
mit anschließendem Dunn’s post-Test, n ≥ 6). 
 
Die beidseitige Applikation von Cld153-81 führte auch zur Erhöhung der parazellulären 
Permeabilität der Caco-2-Zellen gegenüber FD10 (Abbildung 34). Bei apikaler oder ba-
solateraler Applikation führte Cld153-81 im Vergleich zur Kontrolle zwar auch zur Erhöhung 





Abbildung 34: Cld153-81 erhöht die parazelluläre Permeation von FD10 bei Caco-2-Zellen bei 
beidseitiger. Die Permeationsmessungen wurden im Anschluss an die 48-stündige Inkubation 
der Caco-2-Zellen mit 300 µM Cld153-81 durchgeführt. Nur die beidseitig behandelten Zellen wie-
sen im Vergleich zur Kontrolle eine signifikant erhöhte parazelluläre Permeation von FD10 auf 
(Mittelwert ± SEM, *** p < 0,001 im Vergleich zur Kontrolle gemäß Kruskal-Wallis-Test mit an-
schließendem Dunn’s post-Test, n ≥ 6 
 
Um zu untersuchen, ob die Reduktion des TER durch basolateral oder beidseitig appli-
ziertes Cld153-81 reversibel war, wurde im Anschluss an die Permeationsmessungen das 
Cld153-81 durch einen Mediumwechsel ausgewaschen. Nach weiterer 24- bzw. 48-
stündiger Inkubation wurde der TER erneut gemessen. Während sich der TER der baso-
lateral oder beidseitig behandelten Zellen 24 h nach dem Mediumwechsel noch signifi-
kant von der Kontrolle unterschied, war dieser Unterschied 48 h nach dem Medium-
wechsel nicht mehr signifikant (Abbildung 35). Folglich war die Reduktion des TER durch 





Abbildung 35: Die Reduktion des TER von Caco-2-Zellen durch basolateral oder beidseitig 
appliziertes Cld153-81 ist reversibel. Caco-2-Zellen wurden auf Zellkulturfiltern ausgesät und 
nach Ausbildung eines konfluenten Monolayers 48 h apikal, basolateral oder beidseitig mit 
300 µM Cld153-81 behandelt. Im Anschluss wurde Cld153-81 durch einen Mediumwechsel ausgewa-
schen. Nach 48-stündiger Inkubation im peptidfreien Medium unterschied sich der TER der baso-
lateral oder beidseitig behandelten Zellen nicht mehr signifikant von der Kontrolle. Mittel-
wert ± SEM, * p < 0,01 im Vergleich zur Kontrolle gemäß Kruskal-Wallis-Test mit anschließendem 
Dunn’s post-Test, n ≥ 6. 
 
Anschließend sollte untersucht werden, ob die Wirkung von Cld153-81 auf die parazellulä-
re Dichtigkeit für Caco-2-Zellen spezifisch ist oder auch bei anderen Cld1-
exprimierenden Zelllinien auftritt. Dafür wurden MDCK-II-Zellen, die ebenfalls endogenes 
Cld1 exprimieren, beidseitig mit 300 µM Cld153-81 behandelt. Auch bei MDCK-II-Zellen 
führte beidseitig appliziertes Cld153-81 nach 24- bzw. 48-stündiger Inkubation im Vergleich 





Abbildung 36: Beidseitig appliziertes Cld153-81 führt zur reversiblen Reduktion des TER von 
MDCK-II-Zellen. Die Zellen wurden auf Zellkulturfiltern ausgesät und nach Ausbildung eines kon-
fluenten Monolayers beidseitig mit 300 µM Cld153-81 behandelt. Der TER wurde vor der Behand-
lung sowie 6, 24 und 48 h danach gemessen. Die beidseitig behandelten MDCK-II-Zellen wiesen 
24 und 48 h nach der Behandlung im Vergleich zur Kontrolle einen signifikant reduzierten TER 
auf. Cld153-81 wurde nach 48 h durch einen Mediumwechsel ausgewaschen (Pfeil). Nach 24-
stündiger Inkubation im peptidfreien Medium unterschied sich der TER der Zellen nicht mehr sig-
nifikant von der Kontrolle Mittelwert ± SEM, * p < 0.0001 im Vergleich zur Kontrolle gemäß Mann-
Whitney-U-Test, n = 6. 
 
Im Anschluss an die 48-stündige Inkubation der MDCK-II-Zellen mit Cld153-81 wurden 
neben der TER-Messung auch Pcoeff (FDS) und Pcoeff (FD10) bestimmt. Diese Messungen 
ergaben, dass Cld153-81 die parazelluläre Permeabilität von MDCK-II-Zellen sowohl ge-





Abbildung 37: Cld153-81 erhöht die parazelluläre Permeation von FDS und FD10 bei MDCK-II-
Zellen. Die Permeationsmessungen wurden im Anschluss an die 48-stündige Inkubation der 
MDCK-II-Zellen mit 300 µM Cld153-81 durchgeführt (Mittelwert ± SEM, ** p < 0,001 im Vergleich 
zur Kontrolle und * p < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle gemäß Mann-Whitney-U-Test, n = 6. 
 
Zusammenfassend war die beidseitige Behandlung der Caco-2-Zellen mit Cld153-81 so-
wohl bezüglich der TER-Senkung als auch der Erhöhung der parazellulären Permeation 
von FDS und FD10 effektiver als die apikale oder basolaterale Behandlung. Folglich 
wurde die Wirkung der übrigen Claudinpeptide auf die parazelluläre Dichtigkeit von Ca-
co-2-Zellen zunächst bei beidseitiger Applikation getestet. Nur im Fall einer signifikanten 
Wirkung bei beidseitiger Applikation sollte auch die Wirkung bei apikaler oder basolatera-






Die beidseitige Behandlung von Caco-2-Zellen mit 300 µM Cld253-81 über 48 h führte im 
Vergleich zur Kontrolle weder zur signifikanten Änderung des TER noch zur Änderung 





Abbildung 38: Cld253-81 hat keinen Einfluss auf die parazelluläre Dichtigkeit von Caco-2-
Zellen. Caco-2-Zellen wurden auf Zellkulturfiltern ausgesät und nach Ausbildung eines konfluen-
ten Monolayers beidseitig mit 300 µM Cld253-81 behandelt. Der TER wurde vor der Behandlung 
sowie 6, 24 und 48 h danach gemessen (A). Die Behandlung mit Cld253-81 (schwarze Säulen) 
führte im Vergleich zur Kontrolle (weiße Säulen) zu keiner signifikanten Änderung des TER (Mit-
telwert ± SEM, Kruskal-Wallis-Test mit anschließendem Dunn’s post-Test). Die parazelluläre Per-
meation von FDS (B) und FD10 (C) unterschied sich nach 48-stündiger Behandlung der Zellen 
mit Cld253-81 ebenfalls nicht signifikant von der Kontrolle. Mittelwert ± SEM, Mann-Whitney-U-Test, 
n = 6. 
 
Zusammenfassend hatte das Peptid Cld253-81 auf die parazelluläre Dichtigkeit der Caco-
2-Zellen keinen Einfluss.  
 
3.2.2.3 Claudin-553-81 
Ähnlich wie Cld253-81 hatte auch die beidseitige Behandlung von Caco-2-Zellen mit dem 
Peptid Cld553-81 bis zu 48 h im Vergleich zur Kontrolle keinen signifikanten Einfluss auf 





Abbildung 39: Cld553-81 hat keinen Einfluss auf die parazelluläre Dichtigkeit von Caco-2-
Zellen. Caco-2-Zellen wurden auf Zellkulturfiltern ausgesät und nach Ausbildung eines konfluen-
ten Monolayers beidseitig mit 300 µM Cld553-81 behandelt. Der TER wurde vor der Behandlung 
sowie 6, 24 und 48 h danach gemessen (A). Die Behandlung mit Cld553-81 (schwarze Säulen) 
führte im Vergleich zur Kontrolle (weiße Säulen) zu keiner signifikanten Änderung des TER (Mit-
telwert ± SEM, Kruskal-Wallis-Test mit anschließendem Dunn’s post Test). Die parazelluläre Per-
meation von FDS (B) und FD10 (C) unterschied sich nach 48-stündiger Behandlung der Zellen 
mit Cld253-81 ebenfalls nicht signifikant von der Kontrolle. Mittelwert ± SEM, Mann-Whitney-U-Test, 




Da vermutet wurde, dass die Wirkung der Claudinpeptide auf die parazelluläre Dichtig-
keit von Epithelzellen durch die Bindung des Peptids an das jeweils entsprechende zellu-
läre Claudin und anschließende Internalisierung des Komplexes vermittelt werden könn-
te, war es interessant, die Wirkung des Peptids Cld553-81 auf die parazelluläre Dichtigkeit 
der MDCK-II-Zellklone, die Cld5wt stabil exprimierten, zu untersuchen. Daher wurden 
diese stabilen Zelllinien ebenfalls 48 h beidseitig mit Cld553-81 behandelt. Es wurde je-
doch keine signifikante Änderung des TER beobachtet (Abbildung 40). 
 
Abbildung 40: Cld553-81 hat keinen Einfluss die parazelluläre Dichtigkeit von Cld5wt stabil 
exprimierenden MDCK-II-Zellen. Die Zellen wurden auf Zellkulturfiltern ausgesät und nach Aus-
bildung eines konfluenten Monolayers beidseitig mit 300 µM Cld553-81 behandelt. Der TER wurde 
vor der Behandlung sowie 24, 48 und 72 h danach gemessen. Die beidseitige Behandlung mit 
Cld553-81 (schwarze Säulen) führte im Vergleich zur Kontrolle (weiße Säulen) zu keiner signifikan-
ten Änderung des TER. Mittelwert ± SEM, Kruskal-Wallis-Test mit anschließendem Dunn’s post-
Test, n = 6. 
 
Zusammenfassend hatte von allen untersuchten Peptiden, deren Sequenz dem Ab-
schnitt von der 53. bis zu der 81. Aminosäure aus der 1. EZS von Cld1, Cld2, Cld5 ent-




Anschließend sollte die Wirkung von Peptiden, deren Sequenz der 2. EZS von Claudinen 
nachempfunden war, auf die parazelluläre Permeation von Epithelzellen untersucht wer-
den. Für diese Untersuchungen wurde das Peptid Cld3140-159 gewählt, das aufgrund der 




beidseitige Behandlung von Caco-2-Zellen mit 300 µM Cld3140-159 im Vergleich zur Kon-
trolle keine signifikante Wirkung auf den TER (Abbildung 41). 
 
Abbildung 41: Cld3140-159 hat keinen Einfluss auf den TER von Caco-2-Zellen. Die Zellen wur-
den auf Zellkulturfiltern ausgesät und nach Ausbildung eines konfluenten Monolayers beidseitig 
mit 300 µM Cld3140-159 behandelt. Der TER wurde vor der Behandlung sowie 6, 24 und 48 h da-
nach gemessen. Die Behandlung mit Cld3140-159 (schwarze Säulen) führte im Vergleich zur Kon-
trolle (weiße Säulen) zu keiner signifikanten Änderung des TER. Mittelwert ± SEM, Kruskal-
Wallis-Test mit anschließendem Dunn’s post-Test, n = 6. 
 
3.2.2.5 Das Glycinrezeptorpeptid „GlyR-TDM“ 
In weiteren Experimenten sollte die Wirkung von Cld153-81 auf die parazelluläre Dichtig-
keit von Caco-2-Zellen mit der Wirkung von Peptiden verglichen werden, deren Effekt auf 
die parazelluläre Dichtigkeit von Epithelzellen bereits nachgewiesen wurde. Dafür wurde 
die Wirkung des GlyR-TDM-Peptids auf die parazelluläre Dichtigkeit von Caco-2-Zellen 
untersucht, dessen Sequenz bis auf vier zusätzliche Lysine am N-Terminus der 2. TMD 
des Glycinrezeptors entsprach [Reddy, 93]. Es wurde bereits beschrieben, dass GlyR-
TDM die TJ von MDCK-II-Zellen öffnet [Reddy, 93]. Auch bei Caco-2-Zellen führte die 
beidseitige Behandlung mit 300 µM GlyR-TDM zu einer im Vergleich zur Kontrolle signifi-





Abbildung 42: GlyR-TMD reduziert den TER nach Behandlung von Caco-2-Zellen. Die Zellen 
wurden auf Zellkulturfiltern ausgesät und nach Ausbildung eines konfluenten Monolayers beidsei-
tig mit 300 µM GlyR-TMD behandelt. Der TER wurde vor der Behandlung sowie 6, 24 und 48 h 
danach gemessen. Die Behandlung mit GlyR-TDM (schwarze Säulen) führte im Vergleich zur 
Kontrolle (weiße Säulen) zur signifikanten Reduktion des TER. Mittelwert ± SEM, * p < 0,0001 
gemäß Mann-Whitney-U-Test, n = 6. 
 
3.2.2.6 Claudin-11-31 
Ausgehend von dem Peptid GlyR-TMD wurde außerdem die Wirkung eines Peptids, 
dessen Sequenz der 1. TMD von Cld1 entsprach (Cld11-31), auf die parazelluläre Dichtig-
keit von Caco-2-Zellen untersucht. Die beidseitige Behandlung von Caco-2-Zellen mit 
300 µM Cld11-31 hatte weder eine Wirkung auf den TER noch auf die parazelluläre Per-





Abbildung 43: Cld11-31 hat keinen Einfluss auf die parazelluläre Dichtigkeit von Caco-2-
Zellen. Die Zellen wurden auf Zellkulturfiltern ausgesät und nach Ausbildung eines konfluenten 
Monolayers beidseitig mit 300 µM Cld11-31 behandelt. Der TER wurde vor der Behandlung sowie 
6, 24 und 48 h danach gemessen (A). Die Behandlung mit Cld553-81 (schwarze Säulen) führte im 
Vergleich zur Kontrolle (weiße Säulen) zu keiner signifikanten Änderung des TER (Mittel-
wert ± SEM, Kruskal-Wallis-Test mit anschließendem Dunn’s post-Test). Die parazelluläre Per-
meation von FDS (B) und FD10 (C) wurde 48 h nach Behandlung der Zellen mit Cld553-81 gemes-
sen und unterschied sich ebenfalls nicht signifikant von der Kontrolle. Mittelwert ± SEM, Mann-





Die Wirkung der untersuchten Peptide auf den TER von Caco-2-Zellen ist in Abbil-
dung 44 zusammengefasst. Von allen untersuchen Claudinpeptiden hatte nur Cld153-81 
eine Wirkung auf den TER. Diese Wirkung entsprach 24 bzw. 48 h nach der Applikation 
60 bzw. 81 % der Wirkung von GlyR-TDM. Damit war die Stärke der Wirkung von Cld153-
81 auf den TER mit der Wirkstärke des GlyR-TDM vergleichbar. 
 
Abbildung 44: Zusammenfassung der Wirkung aller untersuchten Peptide auf den TER von 
Caco2-Zellen. Die Zellen wurden auf Zellkulturfiltern ausgesät und nach Ausbildung eines kon-
fluenten Monolayers beidseitig mit 300 µM Cld11-31, Cld153-81, Cld253-81. Cld3140-159, Cld553-81 oder 
GlyR-TMD behandelt. Der TER wurde vor der Behandlung sowie 6, 24 und 48 h danach gemes-
sen. Cld153-81 und GlyR-TDM führten im Vergleich zur entsprechenden Kontrolle zur signifikanten 
Reduktion des TER. Die übrigen Claudinpeptide veränderten den TER nicht signifikant. Mittel-
wert ± SEM, * p < 0.0001 im Vergleich zur Kontrolle gemäß Mann-Whitney-U-Test, n ≥ 6. 
 
3.2.3 Wirkung von CPE-Peptiden auf die parazelluläre Dichtigkeit von Epi-
thelzellen 
Zur experimentellen Öffnung von Cld3- und/oder Cld4-haltigen TJ werden CPE-
Deletionskonstrukte (C-CPE) verwendet, denen die Aminosäuren fehlen, die nach Bin-
dung an Cld3/Cld4 Poren ausbilden und damit zur Lyse der Zellen führen (1.5.2). Im 
Rahmen von Rezeptorbindungsstudien (Promotion von Lars Winkler, Freie Universität 
Berlin, Berlin, Deutschland) wurden zwei CPE-Deletionskonstrukte (GST-CPE116-319 und 
GST-CPE194-319) mit hoher Affinität zur 2. EZS von Cld3 identifiziert. Daher sollte in dieser 
Arbeit die Wirkung von GST-CPE116-319 und GST-CPE194-319 auf die parazelluläre Dichtig-




Applikationsort ermittelt werden, da für zahlreiche C-CPE-Konstrukte bereits gezeigt 
wurde, dass nur die basolaterale Applikation wirksam ist. 
Dafür wurden Caco-2-Zellen zunächst beidseitig mit 10 µg/µl GST-CPE116-319 oder GST-
CPE194-319 behandelt. Während GST-CPE194-319 nach 24 h im Vergleich zur Kontrolle zur 
signifikanten Reduktion des TER führte, hatte GST-CPE116-319 keine signifikante Wirkung 
auf den TER der Caco-2-Zellen (Abbildung 45). 
 
Abbildung 45: Während GST-CPE194-319 nach 24 h zur signifikanten Reduktion des TER 
führt, hat GST-CPE116-319 im Vergleich zur Kontrolle keine signifikante Wirkung auf den TER. 
Die Zellen wurden auf Zellkulturfiltern ausgesät und nach Ausbildung eines konfluenten Monolay-
ers beidseitig mit 10 µg/µl GST-CPE116-319 und GST-CPE194-319 behandelt. Der TER wurde vor der 
Behandlung sowie 6 und 24 h danach gemessen. Mittelwert ± SEM, * p < 0,0001 gemäß Mann-
Whitney-U-Test, n = 6. 
 
Die im Vergleich zu GST-CPE116-319 stärkere Reduktion des TER durch GST-CPE194-319 
wurde in einem zweiten Experiment bestätigt. In diesem Versuch wurden die Caco-2-
Zellen zunächst bis zum Erreichen der Konfluenz auf Filtern kultiviert und anschließend 
die TJ durch einen Ca2+-Entzug (2.4.7) geöffnet. Unmittelbar nach der erneuten Zugabe 
von Ca2+ wurden die Zellen mit 10 µg/µl GST-CPE194-319 oder GST-CPE116-319 behandelt. 
GST-CPE194-319 verhinderte die Reorganisation der TJ und den damit verbundenen Wie-
deraufbau des TER signifikant (Abbildung 46). Im Gegensatz dazu verzögerte GST-
CPE116-319 lediglich diese Prozesse, so dass sich der TER der mit diesem Peptid behan-






Abbildung 46: Bei Ca2+-Depletion und anschließender Ca2+-Resupplementierung verhindert 
nur GST-CPE194-319 aber nicht GST-CPE116-319 den Wiederaufbau des TER der Caco-2-Zellen 
signifikant. Caco-2-Zellen wurden bis zum Erreichen der Konfluenz auf Zellkulturfiltern kultiviert. 
Anschließend wurde die TJ durch Kultivierung in Ca2+-freiem Medium geöffnet. Parallel zur Ca2+-
Resupplementierung erfolgte die beidseitige Behandlung mit 10 µg/ml GST-CPE194-319, GST-
CPE116-319 oder GST. Mittelwert ± SEM, * p < 0,01 und ** p <0 ,001 im Vergleich zur GST-Kontrolle 
gemäß Kruskal-Wallis-Test mit anschließendem Dunn’s post-Test, n = 6. 
 
Um eine eventuelle Abhängigkeit der Wirkung von GST-CPE194-319 vom Applikationsort zu 
identifizieren, wurden Caco-2-Zellen im nächsten Schritt apikal, basolateral oder beidsei-
tig mit 10 µg/µl GST-CPE194-319 behandelt. Die apikale Behandlung der Caco-2-Zellen mit 
CPE194-319 führte im Vergleich zur GST-Kontrolle zu keiner signifikanten Änderung des 
TER (Abbildung 47). Bei basolateraler Applikation wurde jedoch bereits nach 24 h eine 
im Vergleich zur Kontrolle signifikante Reduktion des TER beobachtet, die auch 48 h 
nach der Applikation messbar war. In Übereinstimmung mit dem vorherigen Experiment 
führte auch beidseitig appliziertes GST-CPE194-319 nach 24 bzw. 48 h zur signifikanten 
Reduktion des TER. Die Wirkung des CPE194-319 war vollständig reversibel, da sich der 
TER 24 h nach dem Auswaschen des Peptids durch Mediumwechsel (Pfeil in Abbil-





Abbildung 47: Basalolateral appliziertes GST-CPE194-319 reduziert den TER von Caco-2-
Zellen reversibel. Die Zellen wurden auf Zellkulturfiltern ausgesät und nach Ausbildung eines 
konfluenten Monolayers apikal, basolateral oder beidseitig mit 10 µg/µl GST-CPE194-319 behandelt. 
Der TER wurde vor der Behandlung sowie 6, 24 und 48 h danach gemessen. Die basolateral oder 
beidseitig behandelten Caco-2-Zellen wiesen 24 und 48 h nach der Behandlung im Vergleich zur 
Kontrolle einen signifikant reduzierten TER auf. Die apikale Behandlung der Zellen hatte keine 
signifikante Wirkung auf den TER. Nach 48-stündiger Inkubation wurde GST-CPE194-319 durch 
einen Mediumwechsel entfernt (Pfeil). Nach weiteren 24 h unterschied sich der TER der basolate-
ral oder beidseitig behandelten Zellen nicht mehr signifikant von der Kontrolle. Mittelwert ± SEM, 
* p < 0,01 und ** p < 0,001 im Vergleich zur GST-Kontrolle gemäß Kruskal-Wallis-Test mit an-
schließendem Dunn’s post-Test, n = 6. 
 
Zusammenfassend wurde auch mit dem Peptid GST-CPE194-319 beobachtet, dass seine 
Wirkung auf den TER vom Applikationsort abhängig ist. Dabei erweist sich die basolate-






4.1 Bedeutung der zweiten extrazellulären Schleife von Clau-
din-5 für die Integrität von tight junctions 
Den Ausgangspunkt für die Untersuchungen dieser Arbeit bildeten Studien zur subzellu-
lären Lokalisation von Cld5-YFP- oder Cld5-CFP-Proteinen mit Substitutionsmutationen 
in der 2. EZS [Piontek, 08]. Diese Untersuchungen ergaben, dass der Austausch einzel-
ner Aminosäuren in der 2. EZS von Cld5 zu Veränderungen der subzellulären Lokalisati-
on von Cld5 in HEK-293-Zellen führt. Die Cld5-Mutanten wurden in drei verschiedene 
Phänotypen eingeteilt. Mutanten, die wie Cld5wt eine Anreicherung in den benachbarten 
Plasmamembranen transfizierter Zellen aufwiesen, wurden als TJ-Typ bezeichnet. In 
dieser Arbeit wurde Cld5R145A als Vertreter dieser Gruppe analysiert. Bei der zweiten 
Gruppe von Cld5-Mutanten blockierte die Mutation die homophile Cld5-trans-Interaktion 
und führte somit zum Verlust der Kontaktanreicherung in den benachbarten Plasma-
membranen transfizierter Zellen. Als Vertreter dieser Gruppe (disjunction-Typ) wurden 
Cld5Y148A und Cld5E159Q analysiert. Bei der letzten Gruppe von Cld5-Mutanten führte der 
Austausch einer Aminosäure in der 2. EZS zur Retention des translatierten Claudinpro-
teins im endoplasmatischen Retikulum und damit zum Verlust der Plasmamembranloka-
lisation. Als Vertreter dieser Gruppe (intrazellulärer Typ) wurde Cld5K157A analysiert. Es 
war allerdings nicht möglich, alle untersuchten Cld5-Mutanten eindeutig einer Gruppe 
zuzuordnen, da auch Mischformen beobachtet wurden. Beispielsweise wurde mit 
Cld5Y158A auch eine Cld5-Mutante eingeschlossen, die in HEK-293-Zellen zwar kontinu-
ierlich über die Plasmamembran verteilt war, aber auch eine intrazelluläre Anreicherung 
aufwies. 
Nachdem die Bedeutung dieser Aminosäuren in der 2. EZS von Cld5 für dessen subzel-
luläre Lokalisation in HEK-293-Zellen durch [Piontek, 08] aufgeklärt wurde, sollte in der 
vorliegenden Arbeit weiterführend die Bedeutung dieser Aminosäuren für die parazellulä-





4.1.1 Auswahl geeigneter Cld5-Proteine und einer geeigneten Zelllinie für 
Untersuchungen zur parazellulären Dichtigkeit 
Die von [Piontek, 08] genutzten HEK-293-Zellen sind epithelialen Ursprungs, exprimieren 
jedoch keine Claudine und bilden keine TJ aus [Hou, 06; Amasheh, 05; Medina, 00; Bal-
da, 96]. Mittels Elektronenmikroskopie wurde gezeigt, dass die Expression von Claudi-
nen in HEK-293-Zellen die Ausbildung von TJ-Strängen induziert [Turksen, 01; Piontek, 
08]. Dennoch konnten von [Piontek, 08] hergestellte HEK-293-Zelllinien, die Cld5-
YFP/CFP-Proteine stabil exprimierten, in dieser Arbeit nicht für Untersuchungen zur pa-
razellulären Dichtigkeit genutzt werden, da die ausgebildeten parazellulären Widerstände 
zu gering waren. Außerdem befand sich das YFP am C-Terminus der Cld5-Proteine, wo-
durch die ZO-1-Bindungsstelle blockiert wurde und das Fusionsproteins im Vergleich 
zum nativen Cld5 mehr als doppelt so groß war. Daher wurden in dieser Arbeit neue 
Cld5-Fusionsproteine hergestellt, die am N-Terminus ein nur acht Aminosäuren langes 
FLAG-Tag trugen (2.2.1, Abbildung 9). 
Um den Einfluss der verschiedenen FLAG-Cld5-Proteine auf die parazelluläre Dichtigkeit 
sowohl in Richtung einer zunehmenden als auch einer abnehmenden Barriereeigen-
schaft analysieren zu können, sollte eine Zelllinie ausgewählt werden, die einen messba-
ren parazellulären Widerstand ausbildet. Bei der Suche nach einer geeigneten Zelllinie 
wurde zunächst der TER epithelialer und endothelialer Zelllinien analysiert. Dabei wiesen 
HEK-293-Zellen, die keine TJ ausbilden [Piontek, 08] aber auch hCMEC/D3, die endo-
gene TJ ausbilden [Weksler, 05], keinen messbaren TER auf (Abbildung 11). Folglich 
wurden sie als Kandidatenzellinien für parazelluläre Dichtigkeitsmessungen nicht weiter 
berücksichtigt. Die verbleibenden Zelllinien MDCK-I, MDCK-II, Caco-2 und NRC bildeten 
ausreichend hohe TER-Werte aus. Da sie außerdem endogene Claudine exprimieren, 
bilden sie den physiologischen Aufbau von TJ-Strängen, die in epithelialen und endothe-
lialen Geweben fast ausschließlich mindestens zwei verschiedene Vertreter der Claudin-
familie enthalten, gut nach [Amasheh, 05; Furuse, 01; Sheth, 07; Morita, 99a; Rahner, 
01]. Für MDCK-II-Zellen stimmten diese Befunde mit bereits publizierten Daten überein, 
die zeigen, dass MDCK-II-Zellen ausreichend hohe parazelluläre Widerstände ausbilden, 
die es gestatten, sowohl eine Reduktion als auch eine Erhöhung der parazellulären Dich-




Da in den anschließenden parazellulären Dichtigkeitsmessungen die Bedeutung einzel-
ner Aminosäuren der 2. EZS von Cld5 für die TJ-Integrität untersucht werden sollte, in-
dem die FLAG-Cld5-Proteine stabil in Epithelzellen transfiziert werden sollten, war eine 
möglichst hohe Transfektionseffizienz der Zelllinie erforderlich. Daher wurde im nächsten 
Schritt die Transfektionseffizienz der Zelllinien MDCK-I, MDCK-II, Caco-2 und NRC 
durch transiente Transfektionen des FLAG-Cld5wt-Konstrukts analysiert. Caco-2- und 
MDCK-I-Zellen wurden aufgrund ihrer niedrigen Transfektionseffizienzen nicht länger 
berücksichtigt. Ein weiteres Argument gegen die Verwendung von MDCK-I-Zellen für 
Untersuchungen zur Wirkung von FLAG-Cld5 auf die parazelluläre Dichtigkeit lieferten 
Experimente, in den gezeigt wurde, dass die exogene Expression von Cld5wt in diesen 
Zellen keine Einfluss auf den TER hat [Amasheh, 05]. NRC und MDCK-II-Zellen wiesen 
ausreichende Transfektionseffizienzen auf. Für MDCK-II-Zellen wurde außerdem bereits 
beschrieben, dass die stabile Transfektion mit Cld5wt zur Erhöhung des TER führt [Wen, 
04]. Für die NRC wurden bisher keine vergleichbaren Untersuchungen publiziert. 
Um eine Zelllinie zu identifizieren, die neben einem ausreichend hohen TER auch endo-
gene TJ ausbildet, aber kein endogenes Cld5 exprimiert, wurde im nächsten Schritt die 
Expression endogener TJ-Proteine einschließlich Cld5 in NRC und MDCK-II-Zellen mit-
tels Western Blot untersucht. In beiden Zelllinien wurde eine adäquate Expression endo-
gener TJ-Proteine beobachtet. Da NRC im Gegensatz zu MDCK-II-Zellen endogenes 
Cld5 exprimierten, wurden die MDCK-II-Zellen für die stabile Transfektion mit FLAG-
Cld5-Konstrukten und die anschließenden parazellulären Dichtigkeitsmessungen aus-
gewählt. MDCK-II-Zellen ähneln Endothelzellen dahingehend, dass sie mehrere Vertreter 
der Claudin-Familie sowie Occludin und ZO-1 exprimieren und TJ-Stränge ausbilden 
[Hou, 06; Amasheh, 05; Medina, 00; McClane, 88]. 
 
4.1.2 Bedeutung der zweiten extrazellulären Schleife von Claudin-5 für 
dessen subzelluläre Lokalisation 
Um die subzellulären Lokalisationen der hergestellten FLAG-Cld5-Proteine mit denen 
der Cld5-YFP/CFP-Proteine von [Piontek, 08] zu vergleichen, wurden die FLAG-Cld5-
Konstrukte zunächst ebenfalls in HEK-293-Zellen transfiziert. Gleichzeitig konnte damit 





Von den fünf in dieser Arbeit untersuchten Aminosäuresubstitutionen in der 2. EZS von 
Cld5 führte nur der Austausch von K durch A an der Position 157 zum Verlust der Lokali-
sation von Cld5 in den TJ und in der Plasmamembran. Damit verhielt sich das in dieser 
Arbeit untersuchte FLAG-Cld5K157A wie das bereits beschriebene Cld5K157A-YFP, das in 
HEK-293-Zellen ebenfalls intrazellulär lokalisiert war [Piontek, 08]. Folglich war die intra-
zelluläre Lokalisation von Cld5K157A von der Expression weiterer endogener Claudine 
unabhängig. Für Cld5K157A-YFP wurde bereits eine Co-Lokalisation mit einem Marker für 
das endoplasmatische Retikulum gezeigt [Piontek, 08]. Daraus wurde geschlussfolgert, 
dass die Mutation K157A zur Fehlfaltung von Cld5 und damit zur Retention des Proteins 
im endoplasmatischen Retikulum führt. Es wurde bereits beschrieben, dass zwischen 
der Fehlfaltung von Proteinen und ihrer Retention im endoplasmatischen Retikulum ein 
direkter Zusammenhang besteht [Bross, 99]. Auch wurde bereits für einen andere Vertre-
ter der Claudinfamilie (Cld16) gezeigt, dass der Austausch einer einzelnen Aminosäure 
in der 2. EZS zum Verlust der Lokalisation in der Plasmamembran und damit zur intrazel-
lulären Lokalisation des Proteins führt [Hou, 05; Kausalya, 06]. Zusammenfassend wird 
geschlussfolgert, dass der Verlust der Plasmamembranlokalisation von Cld5 durch die 
Mutation K157A in MDCK-II-Zellen, die endogenes Cld1, Cld2, Cld3 und Cld4 exprimie-
ren, nicht aufgehoben wird. Aufgrund der intrazellulären Lokalisation von FLAG-Cld5K157A 
konnte der direkte Einfluss dieser Aminosäuresubstitution auf die Lokalisation von Cld5 
in den TJ und damit die Co-Lokalisation mit endogenem Cld1 und Occludin nicht be-
stimmt werden (3.1.5).  
Die Aminosäuresubstitution R145A in der 2. EZS von Cld5 hatte weder in HEK-293-
Zellen noch in MDCK-II-Zellen einen Einfluss auf dessen subzelluläre Lokalisation. Folg-
lich war Cld5R145A in HEK-293-Zellen in der Plasmamembran benachbarter transfizierter 
Zellen angereichert und in MDCK-II-Zellen kontinuierlich über die Plasmamembran ver-
teilt.  
Die Aminosäuresubstitutionen Y148A, Y158A und E159A in der 2. EZS von Cld5-
YFP/CFP führten in HEK-293-Zellen zum Verlust der Kontaktanreicherung von Cld5 in 
den Plasmamembranen benachbarter transfizierter Zellen und daher zur kontinuierlichen 
Verteilung der Cld5-Mutanten in der Plasmamembran. Cld5Y158A war außerdem verstärkt 
intrazellulär angereichert [Piontek, 08]. Die entsprechenden FLAG-Cld5-Mutanten wie-




Zusammenfassend verhielten sich alle FLAG-Cld5-Proteine wie die ihnen entsprechen-
den Cld5-CFP/YFP-Proteine [Piontek, 08]. 
 
4.1.3 Bedeutung der zweiten extrazellulären Schleife von Claudin-5 für den 
transepithelialen elektrischen Widerstand 
Die Bedeutung ausgewählter Aminosäuren der 2. EZS von Cld5 für den TER von MDCK-
II-Zellen wurde untersucht, indem MDCK-II-Zellen stabil mit FLAG-Cld5-Punktmutanten 
stabil transfiziert wurden und der TER dieser stabilen Linien mit dem TER von MDCK-II-
Zellen verglichen wurde, die Cld5wt oder die Vektorkontrolle stabil exprimierten. 
Die stabile Expression von Cld5wt in MDCK-II-Zellen führte zur Erhöhung des TER. Diese 
abdichtende Wirkung von exogen exprimiertem Cld5wt in MDCK-II-Zellen stimmt mit pub-
lizierten Daten überein [Wen, 04]. Auch in Caco-2- und RLE-Zellen führte die Transfekti-
on von Cld5wt zur Erhöhung des TER [Amasheh, 05; Soma, 04]. In Übereinstimmung mit 
diesen Befunden führte der knock-down von Cld5 in der Gerhirnendothelzelllinie bEND3 
zur Reduktion des TER [Koto, 07]. Allerdings hatte die exogene Expression von Cld5wt in 
einer Lungenepithelzelllinie sowie in Mausfibroblasten keinen Einfluss auf den TER. 
Stattdessen wurde eine erhöhte parazelluläre Permeabilität gegenüber 10 - 2.000 kDa 
großen Molekülen beobachtet [Coyne, 03]. Bei der Bewertung dieses gegensätzlichen 
Befunds ist zu berücksichtigen, dass sowohl die verwendete Lungenepithelzelllinie als 
auch die Mausfibroblasten keine endogenen TJ ausbilden. Es kann nicht ausgeschlos-
sen werden, dass sich Cld5 in TJ-freien Zelllinien anders verhält als in MDCK-II-Zellen, 
die mehrere Mitglieder der Claudinfamilie exprimieren. 
Die Bedeutung einzelner Aminosäuren in den extrazellulären Schleifen von Cld5 für die 
Erhöhung des parazellulären Widerstands durch dieses TJ-Protein wurde bisher nur für 
die 1. EZS untersucht. Dabei führte die stabile Transfektion der Mutanten Cld5Q44N, 
Cld5C54S und Cld5C64S sowie der Doppelmutanten Cld5C54S,C64S und Cld5L50Q,W51R in 
MDCK-II-Zellen im Vergleich zu den Cld5wt-exprimierenden Zellen zur signifikanten Re-
duktion des TER auf Werte, die sich nicht mehr signifikant von denen der Vektorkontrolle 
unterschieden [Wen, 04]. Die untersuchten nativen Aminosäuren in diesem Strukturbe-





Die Bedeutung einzelner Aminosäuren der 2. EZS von Cld5 für dessen Wirkung auf den 
TER war bisher nicht bekannt. Die hier durchgeführten Untersuchungen ergaben, dass 
auch Aminosäuren der 2. EZS für die Erhöhung des TER durch Cld5 verantwortlich sind. 
Die MDCK-II-Zellen, die FLAG-Cld5R145A, FLAG-Cld5Y148A, FLAG-Cld5K157A, FLAG-
Cld5Y158A bzw. FLAG-Cld5E159Q stabil exprimierten, wiesen TER-Werte auf, die sich nicht 
signifikant untereinander oder vom TER der Vektorkontrolle unterschieden. Folglich sind 
die nativen Aminosäuren Y148A, K157A, Y158A und E159Q von Cld5 für die Erhöhung 
des TER durch dieses Protein essentiell. Allerdings ist zu vermuten, dass sich die unter-
suchten Aminosäuren hinsichtlich des Mechanismus, mit dem sie zur Erhöhung des TER 
beitragen, unterscheiden. 
Die Mutation Cld5K157A führte sowohl in HEK-293-Zellen [Piontek, 08] als auch in MDCK-
II-Zellen (3.1.3.3) zur Retention des normalerweise plasmamembranständigen Cld5 im 
Zytoplasma. Folglich wurde die Cld5-Mutante nicht in die TJ-Stränge eingebaut und 
konnte nicht zur Erhöhung des TER durch die TJ beitragen. 
Die beiden disjunction-Mutanten Cld5Y148A und Cld5E159Q sowie die intrazellulär-
disjunction-Mutante Cld5Y158A waren in den TJ lokalisiert. Allerdings führten diese Mutati-
onen in HEK-293-Zellen zur Störung der homophilen Cld5-trans-Interaktionen und damit 
zum Verlust der Kontaktanreicherung von Cld5 [Piontek, 08]. Der Einbau von Cld5-
Mutanten, deren Fähigkeit zur trans-Interaktion blockiert ist, führt wahrscheinlich zur 
Ausbildung undichter TJ-Stränge. Auf diese Weise könnten Poren innerhalb der TJ ent-
stehen. Dies wiederum könnte die parazelluläre Permeationen von Ionen aber auch von 
Molekülen erleichtern. 
Die Mutante Cld5R145A-YFP führte in HEK-293-Zellen zwar nicht zum Verlust, aber im 
Vergleich zum Cld5wt-YFP zu einer leichten Reduktion der homophilen Cld5-trans-
Interaktion [Piontek, 08]. Die Substitution von R durch A bedeutet den Austausch einer 
basischen, positiv geladenen Aminosäure gegen eine neutrale, ungeladene Aminosäure. 
Der Verlust der positiven Ladung führt möglicherweise direkt zum Verlust der abdichten-
den Wirkung von Cld5 gegenüber Ionen, die zum TER beitragen. Diese Vermutung wird 
durch frühere Experimente an MDCK-II-Zellen unterstützt, in denen beobachtet wurde, 
dass Cld5wt die parazelluläre Permeation von Kationen verhindert [Wen, 04]. Daher ist es 




reeigenschaften gegenüber Kationen abschwächt und damit die Erhöhung des TER ver-
hindert. 
Dass sich der TER der MDCK-II-Zellklone, die FLAG-Cld5-Mutanten stabil exprimierten, 
nicht signifikant vom TER der Vektorkontrolle unterschied, impliziert auch, dass die un-
tersuchten Mutationen den TER nicht erhöhten. Dieser Befund stimmt mit Daten zu Mu-
tationen in der 1. EZS von Cld5 überein. Auch die exogene Expression von Cld5-
Proteinen mit Substitutionsmutationen in der 1. EZS führte lediglich zum Verlust der Er-
höhung des TER durch Cld5wt, jedoch im Vergleich zur Vektorkontrolle nicht zu erhöhter 
Durchlässigkeit für Ionen, die zum TER beitragen [Wen, 04]. Eine mögliche Ursache 
könnte die endogene Expression von Cld2 in MDCK-II-Zellen darstellen. Cld2 bildet ne-
gativ geladene Poren aus und ermöglicht damit die parazelluläre Permeation von Katio-
nen [Van Itallie, 03; Amasheh, 02; Van Itallie, 08; Fujita, 08]. Da Cld5 die parazelluläre 
Permeation von Kationen einschränkt, erfüllen Cld2 und Cld5 entgegengesetzte Funktio-
nen. Die exogene Expression des porenbildenden Cld2 in MDCK-I/MDCK-C7-, Caco-2-
oder LLC-PK1-Zellen führt zur signifikanten Reduktion des TER [Van Itallie, 03; Furuse, 
01; Amasheh, 02; Van Itallie, 08; Fujita, 08]. Ferner ist Cld2 dafür verantwortlich, dass 
MDCK-I-Zellen im Vergleich zu MDCK-II-Zellen einen höheren TER aufweisen [Barker, 
81; Valentich, 81; Stevenson, 88]. Zwar unterscheiden sich beide Zelllinien nicht hinsicht-
lich der Anzahl der TJ-Stränge, jedoch wird Cld2 in MDCK-II-Zellen stärker exprimiert als 
in MDCK-I-Zellen [Stevenson, 88; Amasheh, 05]. Daher ist anzunehmen, dass der TER 
in untransfizierten bzw. mit der Vektorkontrolle transfizierten MDCK-II-Zellen maßgeblich 
von Cld2 bestimmt wird. Aufgrund der starken Expression des porenbildenden Cld2 in 
MDCK-II-Zellen könnte deren baseline Permeabilität gegenüber Ionen so hoch sein, 
dass die exogene Expression von Cld5-Mutanten den TER nicht weiter abschwächt 
[Furuse, 01]. Diese Vermutung wird durch Experimente gestützt, in denen Cld2 in 
MDCK-II-Zellen überexprimiert wurde. Der TER dieser Zellen blieb trotz erhöhter Cld2-
Expression unverändert [Van Itallie, 03]. Da selbst die Überexpression des porenbilden-
den Cld2 den TER der MDCK-II-Zellen nicht reduzierte, ist ein unveränderter TER nach 





4.1.4 Bedeutung der zweiten extrazellulären Schleife von Claudin-5 für die 
parazelluläre Abdichtung gegenüber kleinen Molekülen 
Um die Bedeutung von R145, Y148, K157, Y158 und E159 von Cld5 für die Abdichtung 
gegen die parazelluläre Permeation kleiner Moleküle zu untersuchen, wurden die 
Permeationskoeffizienten für das 376 kDa große FDS in den stabil mit FLAG-Cld5 
transfizierten MDCK-II-Zellen bestimmt (3.1.6.2).  
MDCK-II-Zellen, die stabil mit FLAG-Cld5wt transfiziert wurden, wiesen im Vergleich zur 
Vektorkontrolle eine signifikant höhere Dichtigkeit gegenüber FDS auf. Diese abdichten-
de Wirkung von FLAG-Cld5wt gegenüber kleinen Molekülen passt zu Befunden in Cld5-
knock out-Mäusen. Die parazelluläre Permeabilität der BHS dieser Tiere für Moleküle 
< 800 Da war im Vergleich zu Wildtyptieren erhöht [Nitta, 03]. Zudem führte die hypoxie-
bedingte Reduktion der Cld5-Expression in bEND3-Zellen zur erhöhten parazellulären 
Permeation des 534 Da großen Farbstoffs Hoechst H33258 [Koto, 07]. Demnach ist Cld5 
in einer claudinheterogenen Umgebung vor allem für die parazelluläre Abdichtung ge-
genüber kleinen Molekülen verantwortlich, wohingegen die übrigen Claudine die parazel-
luläre Permeation größerer Moleküle einschränken. In einer weiteren Studie wurde be-
schrieben, dass die Transfektion von Cld5wt in MDCK-II-Zellen im Vergleich zur 
Vektorkontrolle zu einer etwa 40-prozentigen Reduktion der parazellulären Permeation 
von Mannitol (182 Da) führte [Wen, 04]. Allerdings war diese Reduktion aufgrund der 
hohen Standardabweichungen innerhalb einer Gruppe und aufgrund der geringen Anzahl 
an Experimenten nicht statistisch signifikant. 
Im Gegensatz zum FLAG-Cld5wt wiesen alle MDCK-II-Zellklone, die mutierte FLAG-Cld5-
Proteine exprimierten, keine erhöhte parazelluläre Dichtigkeit gegenüber FDS auf. Folg-
lich sind die nativen Aminosäuren Y148A, K157A, Y158A und E159Q von FLAG-Cld5wt 
für dessen abdichtende Wirkung gegenüber kleinen Molekülen essentiell. Darüber hin-
aus führten die untersuchten Mutationen in der 2. EZS von FLAG-Cld5wt nicht nur zum 
Verlust der abdichtenden Wirkung von FLAG-Cldwt, sondern sogar zur erhöhten parazel-
lulären Permeation von FDS im Vergleich zur Vektorkontrolle. Obwohl alle untersuchten 
Substitutionsmutationen die gleiche Wirkung aufwiesen, ist wiederum zu vermuten, dass 
sich die untersuchten Aminosäuren hinsichtlich des Mechanismus, mit dem sie zum Auf-





Für die disjunction-Mutanten FLAG-Cld5Y148A, FLAG-Cld5Y158A und FLAG-Cld5E159Q lässt 
sich der Verlust der abdichtenden Wirkung von Cld5 gegenüber FDS erneut mit dem 
Verlust der Cld5-Kontaktanreicherung erklären.  
Bei den FLAG-Cld5K157A-exprimierenden MDCK-II-Zellklonen stellte sich die Frage, in-
wieweit eine intrazellulär lokalisierte Cld5-Mutante trotz Abwesenheit in den TJ die para-
zelluläre Permeation von FDS erhöhen kann. Eine Erklärungsmöglichkeit bieten die In-
teraktionen dieser Mutante mit anderen, im endoplasmatischen Retikulum lokalisierten 
Claudinen von MDCK-II-Zellen. Messungen des FRET zwischen Cld5K157A-YFP und 
Cld5K157A-CFP ergaben, dass die homopohile cis-Interaktion zwischen diesen Proteinen 
trotz der Mutation nicht gestört war (persönliche Kommunikation mit Dr. Jörg Piontek, 
Leibniz-Institut für Molekulare Pharmakologie, Berlin, Deutschland). Damit ist denkbar, 
dass auch Interaktionen von FLAG-Cld5K157A mit seinen heterophilen Claudininterakti-
onspartnern nicht beeinträchtigt sind. Daher wäre es möglich, dass die heterophilen 
Claudininteraktionspartner von FLAG-Cld5K157A aufgrund dieser Interaktion im endoplas-
matischen Retikulum zurückgehalten werden. Folglich könnte in MDCK-II-Zellen, die 
FLAG-Cld5K157A stabil exprimieren, nicht nur das exogene FLAG-Cld5 in der Plasma-
membran fehlen, sondern auch die Konzentration endogener Claudine, die normalerwei-
se in den TJ lokalisiert sind, reduziert sein. Allerdings wurde kein Claudin gefunden, das 
in den FLAG-Cld5K157A-exprimierenden MDCK-II-Zellen im Vergleich zu den übrigen 
FLAG-Cld5-exprimierenden MDCK-II-Zellen eine veränderte subzelluläre Lokalisation 
aufwies. Ebenso war die Expression und subzelluläre Lokalisation der TJ-Proteine Occ-
ludin und ZO-1 in FLAG-Cld5K157A-exprimierenden MDCK-II-Zellen im Vergleich zur Vek-
torkontrolle bzw. zum Cld5wt unverändert (Abbildung 19, 25). Im Gegensatz dazu war 
das transmembranale TJ-Protein JAM-1, das in FLAG-Cld5wt- bzw. FLAG-Cld5Y148A-
exprimierenden Zellen in der Plasmamembran lokalisiert ist, in FLAG-Cld5K157A-
exprimierenden MDCK-II-Zellen im nicht in der Plasmamembran lokalisiert (Abbil-
dung 26). Die erhöhte parazelluläre Permeation von FDS in diesen Zellklonen könnte auf 
die veränderte subzellulären Lokalisation von JAM-1 zurückzuführen sein, da bereits 
beschrieben wurde, dass JAM-1 die parazelluläre Dichtigkeit beeinflusst. Die Behand-
lung von T84-Zellen mit einem anti-JAM-Antikörpers führte nach einem calcium switch 
assay zur signifikanten Reduktion TER [Liu, 00; Mandell, 04]. Ebenso führte die Trans-
fektion von SK-CO15-Zellen mit JAM-1 siRNA sowohl zur Reduktion des TER als auch 




Allerdings wurden bisher noch keine Interaktionen zwischen JAM-1 und Claudinen be-
schrieben. 
 
4.1.5 Bedeutung der zweiten extrazellulären Schleife von Claudin-5 für die 
parazelluläre Abdichtung gegenüber großen Molekülen 
Der in dieser Arbeit ermittelte Pcoeff (FD10) von MDCK-II-Zellen, die FLAG-Cld5wt stabil 
exprimierten, unterschied sich nicht signifikant vom Pcoeff (FD10) der Vektorkontrolle. 
Dieses Ergebnis stimmt mit Befunden aus Cld5-knock out-Mäusen überein. Diese Tiere 
unterschieden sich hinsichtlich der parazellulären Dichtigkeit der BHS gegenüber Tetra-
methylrhodamin-Dextran (10 kDa) nicht signifikant von Wildtypmäusen [Nitta, 03]. Folg-
lich war die Dichtigkeit der BHS der untersuchten knock out-Mäuse gegenüber Molekü-
len in der Größenordnung von 10 kDa von der Expression von Cld5 unabhängig. In 
Übereinstimmung mit diesem Befund führte eine hypoxiebedingte geringere Expression 
von Cld5 in bEND3-Zellen nicht zur erhöhten Durchlässigkeit für 10 kDa Dextran [Koto, 
07]. MDCK-II-Zellen weisen einen heterogenen Claudinhintergrund auf. Sie exprimieren 
die Claudine 1, 2, 3 und 4, die die parazelluläre Permeation von 10 kDa großen Molekü-
len unabhängig von Cld5 einschränken. Beispielsweise führte die Expression von exo-
genem Cld1 in claudinfreien Fibroblasten zur Abnahme der parazellulären Permeation 
von FD10 [Coyne, 03]. In Abwesenheit einer claudinheterogenen Umgebung führt die 
Expression von Cld5 ebenfalls zur parazellulären Abdichtung gegenüber größeren Mole-
külen. Beispielsweise reduzierte die Überexpression von Cld5 in HUVEC-Zellen nicht nur 
die parazelluläre Permeation von 342 kDa großen Molekülen, sondern auch die parazel-
luläre Permeation von Molekülen in der Größenordnung von 5 kDa und 40 kDa [Fontijn, 
06]. Auch bei der Gehirnendothelzelllinie TR-BBB, die endogen kein Cld5 exprimiert, 
führte die Expression von exogenem Cld5 zur Abdichtung gegenüber 5 kDa großen Mo-
lekülen [Ohtsuki, 07]. Die im Vergleich zu dieser Arbeit und zu den Ergebnissen von 
[Nitta, 03] zusätzlich beschriebene Abdichtung gegenüber 5 kDa und 40 kDa Dextran ist 
vermutlich auf das Fehlen weiterer abdichtender Claudine in HUVEC- und TR-BBB-
Zellen zurückzuführen. 
Im Gegensatz zu FLAG-Cld5wt-exprimierenden MDCK-II-Zellen wiesen alle MDCK-II-
Zellklone, die mutierte Cld5-Proteine exprimierten, die dem Phänotyp der disjunction-




kontrolle eine signifikant geringere parazelluläre Dichtigkeit gegenüber FD10 auf. Dieser 
Befund legt die Vermutung nahe, dass der Einbau von Cld5-Mutanten ohne trans-
Interaktionsfähigkeit zu relevanten Störungen innerhalb der TJ-Stränge führt. Diese Ver-
mutung wird durch Versuche mit L-Fibroblasten gestützt, in denen beobachtet wurde, 
dass die Expression von Claudinen in benachbarten Zellen, zwischen denen keine hete-
rophilen Claudininteraktionen erfolgen, zur Ausbildung undichter TJ führt [Furuse, 99]. Es 
ist davon auszugehen, dass die Cld5-disjunction-Mutanten neben dem Verlust der ho-
mophilen Cld5-cis-Interaktion auch keine heterophilen Cld-cis-Interaktionen mehr einge-
hen können. Daraus resultieren wiederum undichte TJ-Stränge. 
Im Gegensatz zur parazellulären Permeation von FDS hatten nicht alle untersuchten 
Cld5-Mutationen einen Einfluss auf die Permeation von FD10. Die intrazelluläre FLAG-
Cld5K157A-Mutante sowie die Mutante vom TJ-Typ FLAG-Cld5R145A wiesen zwar im Ver-
gleich zur Vektorkontrolle höhere Permeationskoeffizienten auf, jedoch waren die Unter-
schiede nicht signifikant. Basierend auf der Annahme, dass FLAG-Cld5K157A im en-
doplasmatischen Retikulum heterophile cis-Interaktion eingehen kann, wird vermutet, 
dass FLAG-Cld5K157A mit Claudinen interagieren kann, die den parazellulären Spalt ge-
genüber kleinen Molekülen abdichten, allerdings nicht mit Claudinen, die gegenüber 
größeren Molekülen abdichten. Auf diese Weise könnten Claudine, die den parazellulä-
ren Spalt gegenüber größeren Molekülen abdichten, ungehindert zur Plasmamembran 
transportiert werden und dem Einbau in die TJ-Stränge zur Verfügung stehen. Allerdings 
wurde in der vorliegenden Arbeit keine Veränderung der subzellulären Lokalisation der 
untersuchten Claudine gefunden, die diese Annahme unterstützen würden. Stattdessen 
zeigte JAM-1 in FLAG-Cld5K157A-exprimierenden MDCK-II-Zellen einen fast vollständigen 
Verlust der TJ-Lokalisation. Eine durch JAM-1 vermittelte Abdichtung des parazellulären 
Spalts wurden gegenwärtig noch nicht geschrieben. Daher könnte der Verlust der TJ-
Lokalisation von JAM-1 auf die parazelluläre Permeation von großen Molekülen keinen 
Einfluss haben. 
Die Substitution von R durch A in Position 145 des FLAG-Cld5 scheint die Integrität der 
TJ-Stränge weniger zu stören als FLAG-Cld5-Substitutionsmutationen vom disjunction-
Typ. Dieser Befund könnte darauf zurückzuführen sein, dass FLAG-CldR145A im Gegen-
satz zu disjunction-Mutanten die trans-Interaktionsfähigkeit nicht blockiert. Folglich soll-
ten MDCK-II-Zellen, die FLAG-Cld5R145A stabil exprimieren, dichtere TJ-Stränge ausbil-





4.1.6 Zusammenfassung der Bedeutung der zweiten extrazellulären Schlei-
fe von Claudin-5 für die parazelluläre Dichtigkeit von Epithelzellen 
Zusammenfassend ergaben die Untersuchungen des TER und der parazellulären Per-
meation von FDS und FD10 in MDCK-II-Zellen, die den Wildtyp oder verschiedene Mut-
anten der 2. EZS von FLAG-Cld5 stabil exprimierten, dass ein erhöhter TER nicht 
zwangsläufig auch eine höhere parazelluläre Dichtigkeit gegenüber größeren Molekülen 
bedingt (Tabelle 21). Ebenso kann der TER unverändert bleiben, obwohl die parazellulä-
re Dichtigkeit gegenüber größeren Molekülen niedriger ist. Diese intuitiv widersprüchli-
chen Beziehungen zwischen dem TER und der parazellulären Dichtigkeit gegenüber 
kleinen und größeren Molekülen wurden bereits für verschiedene exogen exprimierte 
Claudine publiziert. Beispielsweise führte die Expression von exogenem Cld1 in MDCK-
II-T23-Zellen zur Erhöhung des TER und gleichzeitig zur Erhöhung der parazellulären 
Permeation von Mannitol [McCarthy, 00; Barth, 97]. Ein weiteres Beispiel liefert die exo-
gene Expression von Occludin in MDCK-II-Zellen, die zur Erhöhung des TER führte, oh-
ne die parazelluläre Permeation von Mannitol zu beeinflussen. Umgekehrt führte die Ex-
pression verschiedener Deletionsmutanten von Occludin zu einer erhöhten Permeation 
von Mannitol, ohne jedoch den TER zu beeinflussen [Balda, 00]. Die Überexpression von 
Cld4 in MDCK-II-Zellen führte zu einem signifikant höheren TER, jedoch blieb die para-
zelluläre Permeation von Mannitol unverändert [Van Itallie, 01]. 
Zusammenfassend hatten alle untersuchten Substitutionsmutationen in der 2. EZS von 
FLAG-Cld5 unterschiedliche Wirkungen auf die parazelluläre Dichtigkeit von MDCK-II-
Zellen. 
 
Tabelle 21: Zusammenfassung der Wirkungen der stabil exprimierten FLAG-Cld5-Proteine 
auf die parazelluläre Dichtigkeit von MDCK-II-Zellen 
 R145A R148A K157A Y158A E159Q 
TER      
 vs. wt ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ 
 vs. Vektorkontrolle ↔ ↔ ↔ ↔ ↔ 




 vs. wt ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ 
 vs. Vektorkontrolle ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ 
FD10      
 vs. wt ↔ ↑ ↔ ↑ ↑ 
 vs. Vektorkontrolle ↔ ↑ ↔ ↑ ↑ 
 
Da die Aminosäuresequenzen der 2. EZS zwischen den Mitgliedern der Claudinfamilie 
zum Teil hochkonserviert sind (Abbildung 48), könnte die 2. EZS der anderen Claudine 
ebenfalls für die parazelluläre Dichtigkeit bedeutsam sein. Beispielsweise besitzen Cld1 -
 Cld5, Cld8, Cld11, Cld17 und Cld22 an der Position 145 ein R. Außerdem weisen Cld1 -
 Cld9, Cld14 und Cld17 an der Position 148 ein Y auf. Cld2 - Cld10 sowie Cld13 - Cld17 
(d. h. alle klassischen Claudine mit Ausnahme von Cld1 und Cld19) enthalten an der 
Position 157 ein K. Cld1, Cld5, Cld7, Cld10 und Cld18 besitzen an der Position 158 ein 
Y. An der Position 159 befindet sich bei Cld1-Cld10, Cld14, Cld15, Cld17, Cld20 - Cld22 
(d. h. bei allen klassischen Claudinen) ein E. Folglich enthalten viele weitere Claudine an 
den Positionen 145, 148, 157, 158 und 159 die gleichen Aminosäuren wie das in dieser 






Abbildung 48: Vergleich der Aminosäuresequenz der 2. EZS der Mitglieder der Claudinfa-
milie. Die Claudine wurden anhand von Sequenzähnlichkeiten in klassische und nicht-klassische 
Claudine eingeteilt. Angegeben sind die murinen Claudinsequenzen mit Ausnahme von Cld20, 
Cld21 und Cld24, von denen nur die humane Sequenz bekannt ist. Die beiden Isoformen von 
Cld10 und Cld18 unterscheiden sich nur hinsichtlich der Sequenz der 1. EZS. Für Cld23 sind zwei 
Sequenzen bekannt. Wiesen > 90 % bzw. > 70 % der Claudine an einer Position die gleiche AS 
auf, wurde die Konsensussequenz in großen bzw. kleinen Buchstaben angegeben (grün: hydro-
phobe Seitenkette, violett: hydrophile Seitenkette, blau: basische Seitenkette, magenta: sauere 





4.1.7 Bedeutung der zweiten extrazellulären Schleife von Claudin-5 für die 
Morphologie der tight junction-Stränge 
Obwohl sich MDCK-II-Zellen, die mit verschiedenen FLAG-Cld5-Konstrukten stabil trans-
fiziert wurden, hinsichtlich ihrer parazellulären Dichtigkeit unterschieden, wurden mittels 
Gefrierbruchelektronenmikroskopie keine Unterschiede in der TJ-Morphologie gefunden. 
Sowohl die Anzahl der TJ-Stränge als auch deren Länge und Quervernetzung war ver-
gleichbar. Dieser Befund stimmt mit publizierten Daten aus MDCK-I- und MDCK-II-
Zellen. Obwohl sich der TER beider Zelllinien je nach Versuchsbedingungen um den 
Faktor 30 - 60 unterschied, waren die Anzahl und Komplexität der ausgebildeten TJ-
Stränge vergleichbar [Stevenson, 88]. Andere Untersuchungen ergaben, dass die exo-
gene Expression von Cld2 bzw. einem chimärem Cld2, dessen extrazelluläre Schleifen 
durch die extrazellulären Schleifen von Cld4 ersetzt wurden, die parazelluläre Dichtigkeit 
von MDCK-II-Zellen beeinflusste, obwohl die Morphologie der ausgebildeten TJ-Stränge 
vergleichbar war [Colegio, 03]. Folglich bedingen unterschiedliche parazelluläre Dichtig-
keiten nicht zwangsläufig eine unterschiedliche Morphologie der TJ-Stränge. 
Außerdem unterschied sich die Morphologie der TJ-Stränge der MDCK-II-Zellen, die 
verschiedene FLAG-Cld5-Proteine exprimierten, nicht von der Morphologie der TJ-
Stränge der MDCK-II-Zellen, die mit dem Kontrollvektor transfiziert waren. Dieser Befund 
steht mit der Beobachtung im Widerspruch, dass die Überexpression von Cld4 in MDCK-
II-Zellen zur Erhöhung der Anzahl und Komplexität der TJ-Stränge führt [Van Itallie, 01]. 
Folglich ist anzunehmen, dass Cld4 in einer claudinheterogenen Umgebung einen grö-
ßeren Einfluss auf die Morphologie der TJ-Stränge hat als Cld5. 
 
4.2 Tight junction-modulierende Substanzen 
Die gezielte therapeutische Öffnung von TJ, insbesondere in der BHS, stellt einen attrak-
tiven Ansatz dar, um beispielsweise die Verfügbarkeit potentiell wirksamer Zytostatika, 
die die BHS nicht überwinden können, im Gehirn zu erhöhen. Diese Strategie ist im Ver-
gleich zur Beeinflussung von Transportern, die in Endothelzellen exprimiert werden, effi-
zienter und für eine größere Zahl strukturell verschiedener potentieller Wirkstoffe an-
wendbar. Daher bestand ein weiteres Ziel dieser Arbeit darin, Substanzen zu 






In dieser Arbeit wurde zunächst die Wirkung verschiedener Claudinpeptide auf die para-
zelluläre Dichtigkeit von Caco-2- und MDCK-II-Zellen untersucht. Von allen untersuchten 
Claudinpeptiden führte nur das Peptid Cld153-81, dessen Sequenz mit wenigen Ausnah-
men der C-terminalen Hälfte der 1. EZS von Cld1 entsprach, zur signifikanten Reduktion 
des TER und zur Erhöhung der parazellulären Permeation von Caco-2- und MDCK-II-
Zellen gegenüber FDS und FD10 (3.2.2.1). Damit wurde an verschiedenen Epithelzellli-
nien nachgewiesen, dass Cld153-81 die parazelluläre Dichtigkeit erhöht. Diese Wirkung 
von Cld153-81 war reversibel, da sich der TER der behandelten Caco-2- und MDCK-II-
Zellen 48 h nach dem Auswaschen von Cld153-81 durch einen Mediumwechsel nicht mehr 
signifikant vom TER der unbehandelten Zellen unterschied. 
Diese Daten stimmten mit den bereits beschriebenen Wirkungen eines ähnlichen Cld1-
Peptids (Cld153-80) überein, das sich von Cld153-81 nur darin unterschied, dass es am C-
Terminus eine Aminosäure weniger umfasste und die Aminosäure C54 nicht gegen S 
ausgetauscht wurde [Mrsny, 08]; Tabelle 18). Cld153-80 führte in vergleichbaren Experi-
menten 12 h nach Applikation zur signifikanten Abnahme des TER von T84-Zellen 
[Mrsny, 08]. Im Gegensatz dazu wiesen Cld131-53 sowie Cld1146-160, deren Sequenzen 
anderen Abschnitten der 1. EZS von Cld1 entsprachen, keine Wirkung auf die parazellu-
läre Dichtigkeit der T84-Zellen auf. Daraus wurde abgeleitet, dass die Wirksamkeit dieser 
Peptide nicht daran gebunden war, dass ihre Sequenz Abschnitten der 1. EZS von Cld1 
entsprach. Stattdessen wurde vermutet, dass die Wirksamkeit dieser Peptide auf be-
stimmte Aminosäuresequenzen aus der 1. EZS von Cld1 zurückzuführen war, die nur in 
Cld153-80 enthalten waren. Schließlich wurde ermittelt, dass die Sequenzen IQCKVF 
(Aminosäuren 62 - 67 von Cld1) und SLLNLNLSTL (Aminosäuren 69 - 77 von Cld1) für 
die Wirkung von Cld153-80 auf die parazelluläre Dichtigkeit der T84-Zellen essentiell wa-
ren [Mrsny, 08].  
Der Vergleich der Aminosäuresequenzen der Mitglieder der murinen Claudinfamilie ver-
deutlicht, dass nur Cld1 die Motive IQCKVF und SLLNLNLSTL enthält, die von [Mrsny, 
08] für die Wirkung des Cld153-80 auf den TER der Epithelzellen als essentiell identifiziert 
wurde (Abbildung 49). Beispielsweise entspricht die Sequenz der Peptide Cld253-81 und 




entspricht der Befund dieser Arbeit, dass die Wirkungen des Peptids Cld153-81 auf die 
parazelluläre Dichtigkeit von Epithelzellen nicht mit Peptiden reproduziert wurden, deren 
Sequenz der 1. EZS anderer Claudine entspricht. Weder Cld253-81 noch Cld553-81 führten 
zur signifikanten Reduktion des TER oder einem Anstieg der parazellulären Permeation 





Abbildung 49: Vergleich der Aminosäuren 53 - 81 von Mitgliedern der Claudinfamilie. Die 
wirksamen Aminosäuren 53 - 81 des Cld1-Peptids sind denen der übrigen Claudine gegenüber-
gestellt. Die Claudine wurden anhand von Sequenzähnlichkeiten in klassische und nicht-
klassische Claudine eingeteilt. Angegeben sind die murinen Claudinsequenzen mit Ausnahme 
von Cld20, Cld21 und Cld24, von denen nur die humane Sequenz bekannt ist. Die Isoformen von 
Cld10 und Cld18 unterscheiden sicht nur hinsichtlich ihrer 1. EZS. Für Cld23 sind zwei Sequen-
zen bekannt. Wiesen > 90 % bzw. > 70 % der Claudine an einer Position die gleiche AS auf, wur-
de die Konsensussequenz in großen bzw. kleinen Buchstaben angegeben (grün: hydrophobe 
Seitenkette, violett: hydrophile Seitenkette, blau: basische Seitenkette, magenta: sauere Seiten-
kette, gelb: C, türkis: Y, schwarz: P). Der Sequenzvergleich verdeutlicht, dass kein anderes Clau-




Zwei weitere, in dieser Arbeit verwendeten Peptide, deren Sequenz entweder einem Teil 
der 1. TMD von Cld1 oder der gesamten 2. EZS von Cld3 entsprach, hatten ebenfalls 
keine Wirkung auf die parazelluläre Dichtigkeit von Epithelzellen. Daher ist anzunehmen, 
dass die Reduktion der parazellulären Dichtigkeit von Epithelzellen durch Claudinpeptide 
eng an bestimmte Sequenzmotive gebunden ist. 
 
4.2.2 Clostridium perfringens Enterotoxin 
Natives CPE, das seine Wirkung durch Lyse der befallenen Zellen entfaltet, wird in der 
experimentellen Tumorforschung angewandt. Zur ausschließlich reversiblen Öffnung von 
Cld3 und/oder Cld4-haltigen TJ werden hingegen verschiedene CPE-Deletionsmutanten 
verwendet, denen der zytotoxische Strukturbereich fehlt. Diesen CPE-Konstrukten fehlen 
in der Regel die 183 N-terminalen Aminosäuren (CPE184-319 bzw. C-CPE). C-CPE senkt 
zwar den parazellulären Widerstand der behandelten Zellen, ohne jedoch diese zu lysie-
ren [Sonoda, 99; Masuyama, 05; Takahashi, 05; Harada, 07]. In dieser Arbeit wurde die 
Wirkung zweier bisher nicht untersuchter CPE-Deletionsmutanten auf den TER von Epi-
thelzellen untersucht. Dabei umfasste GST-CPE116-319 mit den Aminosäuren 116 - 183 
einen Strukturbereich, dessen Funktion gegenwärtig noch unbekannt ist. Das ebenfalls 
untersuche GST-CPE194-319 wies im Vergleich zum gängigen C-CPE eine weitere N-
terminale Verkürzung auf. Beide Konstrukte unterschieden sich in ihrer Wirkung auf Ca-
co-2-Zellen. So führte nur GST-CPE194-319 zur Reduktion des TER, wohingegen GST-
CPE116-319 keinen Effekt auf den TER hatte. Interessanterweise wurde bereits bei ande-
ren CPE-Konstrukten beschrieben, dass das jeweils kürzere Konstrukt eine höhere 
Wirksamkeit aufwies. So wies beispielsweise CPE45-319 im Vergleich zum nativen CPE 
eine doppelt so hohe zytotoxische Wirkung auf [Kokai-Kun, 97]. Eine mögliche Erklärung 
für die unterschiedliche Wirksamkeit der CPE-Konstrukte könnte in der Stereometrie lie-
gen. Bei der Bindung von GST-CPE116-319 an Cld3/Cld4 entstehen größere Proteinkom-
plexe als bei der Bindung von GST-CPE194-319. Diese Komplexe könnten die Bindung 
weiterer GST-CPE-Moleküle sterisch behindern. Daher ist es denkbar, dass bei größeren 
CPE-Peptiden im Vergleich zu kleineren CPE-Peptiden effektiv weniger Moleküle an 
Cld3/Cld4 binden können, wodurch die Internalisierung des CPE-Cld3/Cld4-Komplexes 




Allerdings kann CPE194-319 den TER eines intakten Caco-2-Monolayers nur dann reduzie-
ren, wenn es von der basolateralen Zellseite appliziert wird. Dieser Befund steht mit Da-
ten im Einklang, die bereits für C-CPE publiziert wurden. Auch C-CPE reduziert den TER 
von Epithelzellen nur bei basolateraler, aber nicht bei apikaler Zugabe [Sonoda, 99; Ma-
suyama, 05; Takahashi, 05]. 
 
4.2.3 Abhängigkeit der Wirkung von tight junction-modulierenden Peptiden 
vom Applikationsort 
Da Zellen im ECIS-System nur von apikaler Seite mit Wirkstoffen behandelt werden kön-
nen, konnte das ECIS-System nicht eingesetzt werden, um die Wirkung von Peptiden 
auf die parazelluläre Dichtigkeit von Epithelzellen zu charakterisieren. Daher wurden 
diese Untersuchungen im Filterkulturmodell durchgeführt, das sowohl die apikale als 
auch basolaterale Behandlung von Zellen ermöglicht. 
Bei allen in dieser Arbeit verwendeten Peptiden, die die parazelluläre Dichtigkeit von 
Epithelzellen reduzierten (Cld153-81, GST-CPE194-319), war auffällig, dass ihre Wirkung bei 
apikaler Applikation ausblieb oder im Vergleich zur basolateralen Applikation deutlich 
geringer ausfiel. Somit war ihre Wirkung vom Applikationsort abhängig. Beispielsweise 
führte die apikale Behandlung von Caco-2-Zellen mit 300 µM Cld153-81 nach 48 h zur 
signifikanten Reduktion des TER. Im Gegensatz dazu führte die basolaterale Behand-
lung der Zellen mit der gleichen Cld153-81-Konzentration bereits nach 24 h zur signifikan-
ten Reduktion des TER. Bei beidseitiger Applikation wurde bereits nach 12 h eine signifi-
kante Reduktion des TER beobachtet. 
Eine mögliche mechanistische Erklärung für die Abhängigkeit der Wirksamkeit der Clau-
dinpeptide vom Applikationsort lieferten Experimente mit T84-Zellen, in denen mittels 
Immuno-Gold-Elektronenmikroskopie gezeigt wurde, dass das Peptid Cld153-80 nach Bin-
dung an die laterale Plasmamembran der Zellen internalisiert wird und in anschließend in 
der Nähe der Plasmamembran in vesikelähnlichen Strukturen lokalisiert ist [Mrsny, 08]. 
Daraus wurde abgeleitet, dass Cld153-80 wirken könnte, indem es an zelluläres Cld1 bin-
det, welches sich bereits in der lateralen Plasmamembran befindet und zu den TJ in der 
apikal-lateralen Plasmamembran transportiert werden soll. Infolge der Bindung von 




wodurch das zelluläre Cld1 aus der lateralen Plasmamembran einem Einbau in die TJ 
nicht länger zur Verfügung stünde. Dies würde zu einem langsamen Verlust von Cld1 
aus den TJ führen, da Claudine aus den TJ ständig über der Plasmamembran zirkulieren 
[Mrsny, 08]. Der Verlust von Cld1 aus den TJ würde wiederum unmittelbar zur ineffektive-
ren Abdichtung des parazellulären Spalts führen. Dieser Wirkmechanismus liefert eine 
Erklärungsmöglichkeit für die stärkere Wirksamkeit der Peptide bei basolateraler Applika-
tion im Vergleich zur apikalen Zugabe. Der synergistische Effekt, der bei beidseitiger 
Applikation beobachtet wurde, könnte darauf beruhen, dass durch die Öffnung der TJ 
durch das basolateral applizierte Peptid die Zugänglichkeit des zellulären Zielproteins, 
zum Beispiel Cld1, für das apikal applizierte Peptid erhöht. Damit könnte effektiv eine 
größere Peptidmenge auf das zelluläre Zielprotein einwirken. 
Aus dem Wirkmechanismus des Cld153-80 wurde die Hypothese abgeleitet, dass die Wir-
kung von Claudinpeptiden auf die parazelluläre Dichtigkeit von Epithelzellen durch Bin-
dung des Peptids an das jeweils entsprechende zelluläre Claudin in den TJ und an-
schließende Internalisierung des Komplexes vermittelt werden könnte [Mrsny, 08]. Nach 
diesem putativen Wirkmechanismus hätte das Peptid Cld253-81 an zelluläres Cld2 gebun-
den und zu dessen Internalisierung geführt. Die Abreicherung des ionenporenbildenden 
Cld2 hätte zur Erhöhung der parazellulären Dichtigkeit und damit zur Erhöhung des TER 
führen können. Da allerdings Cld253-81 und Cld553-81 den TER von Caco-2-Zellen, die 
Cld2 endogen exprimieren [Fujita, 08], und MDCK-II-Zellen, die Cld5wt stabil exprimieren, 
nicht beeinflusst, ist der für die Wirkung des Cld153-80 vorgeschlagene Mechanismus 
nicht auf diese Claudine übertragbar. 
Auch der Effekt von GST-CPE194-319 war davon abhängig, ob die Behandlung von apika-
ler oder basaler Seite erfolgte. Wie bei den Claudinpeptiden hatte dieselbe Konzentration 
von GST-CPE194-319 eine stärkere Wirkung auf den TER, wenn CPE von der basolatera-
len Seite appliziert wurde. Eine mögliche Erklärung liefert die Hypothese, dass GST-
CPE194-319 besser an zelluläres Cld3 und Cld4 bindet, so lange diese Claudine noch nicht 
in die TJ-Stränge inkorporiert wurden. Folglich würde die Bindung von GST-CPE194-319 an 






4.3 Probleme bei der Messung des parazellulären Widerstands 
In dieser Arbeit wurde der parazelluläre Widerstand sowohl im Filterkultursystem mittels 
Silber-Silberchlorid-Handelektrode und Volt-Ohm-Meter bei Gleichstrom als auch im 
ECIS-System bei Wechselstrom bestimmt. Im Vergleich zum klassischen Filterkultursys-
tem bieten ECIS-Messungen den Vorteil, dass sie sensitiver sind. Außerdem ist kein kon-
fluenter Monolayer notwenig, um Widerstände messen zu können. Es können bereits 
Widerstände gemessen werden, wenn sich einige Zellen auf den Elektroden der ECIS-
Träger befinden. Beim Filterkultursystem hingegen kann erst dann ein vom zellfreien 
Filter verschiedener Widerstand gemessen werden, wenn der Monolayer keine Löcher 
mehr aufweist. Weitere Vorteile der ECIS-Messung bestehen in der automatischen und 
kontinuierlichen Detektion und Aufzeichnung des Widerstands während einer ausgewähl-
ten Zeitspanne und der konstanten Position der Elektrode, so dass immer an der glei-
chen Stelle des Zellmonolayers gemessen wird. Die Messung des Widerstands im Filter-
kultursystem mittels Silber-Silberchlorid-Handelektrode erfolgt manuell. Daher besteht 
immer die Gefahr, dass an einem relevanten Zeitpunkt keine Daten erhoben werden. 
Außerdem schwanken die gemessenen Widerstände in Abhängigkeit vom Winkel, in 
dem die Elektrode in das Zellkulturmedium gehalten wird und von der Position auf dem 
Filter, an dem die Messung erfolgt.  
Ein weiter entscheidender Unterschied zwischen dem klassischen Filterkultursystem und 
dem ECIS-System besteht darin, dass der im ECIS-System gemessene Gesamtwider-
stand (Impedanz) zwischen dem parazellulären Widerstand Rb und dem Widerstand α, 
der aus der Adhäsion der Zellen an das Substrat resultiert, unterschieden werden kann. 
Im Gegensatz dazu wird im klassischen Filterkultursystem stets der Gesamtwiderstand 
bestimmt. So können Zelllinien, die stark an die Filteroberfläche adhärieren, jedoch 
gleichzeitig den parazellulären Spalt nur schwach abdichten, dieselben Widerstände 
ausbilden, wie Zelllinien, die schwach an die Oberfläche des Filters adhärieren, jedoch 
dichte TJ ausbilden [Lo, 99]. Ein direkter Vergleich der Widerstände verschiedener Zellli-
nien sollte daher immer unter Berücksichtigung dieses Aspekts vorgenommen werden. 
Die Kultivierung von Epithel- bzw. Endothelzellen auf Zellkulturfiltern bietet aber auch 
entscheidende Vorteile, die für die Befunde dieser Arbeit besonders relevant waren. 
Beim Aussäen von Zellen auf Zellkulturfiltern ergeben sich ein separates apikales und 




werden die Zellen im ECIS-System direkt auf Elektroden ausgesät und mit Kulturmedium 
überschichtet, so dass kein basales Kompartiment existiert. Daher kann die parazelluläre 
Permeation von Molekülen, wie beispielsweise FNS und FD10, von einem Kompartiment 
in das andere nur im Filterkultursystem gemessen werden. Ferner können Wirkstoffe 
beim ECIS-System nur in ein, beim Filterkultursystem hingegen in zwei verschiedene 
Kompartimente appliziert werden. Daher kann nur im Filterkultursystem untersucht wer-
den, ob Effekte von Wirkstoffen vom Applikationsort abhängig sind. Des Weiteren ent-
spricht die Abgrenzung eines apikalen und basalen Kompartiments eher den physiologi-
schen Wachstumsbedingungen von Epithel- und Endothelzellen. Bei Endothelzellen 
stellt das Blut das apikale Kompartiment dar und bei Epithelzellen die jeweilige innere 
bzw. äußere Körperoberfläche. Das basale Kompartiment wird sowohl bei Endothel- als 
auch bei Epithelzellen von den jeweils angrenzenden Zellschichten gebildet. Es wurde 
bereits in mehreren Studien nachgewiesen, dass sowohl Endothel- als auch Epithelzel-
len nur nach Kultivierung auf Zellkulturfiltern ausreichend polarisieren, um ihre parazellu-
lären Barriereeigenschaften vollständig auszubilden [Butor, 92]. Daher ist denkbar, dass 
eine ungenügende Polarisierung der stabil mit FLAG-Cld5-Proteinen transfizierten 
MDCK-II-Zellen während der Kultivierung in den Kammern der ECIS-Träger dazu führte, 
dass die Zellen keine adäquate parazellulären Barriereeigenschaften ausbilden. Dies 
könnte dazu führen oder dazu beitragen, dass im ECIS-System kein Unterschied zwi-
schen dem TER der FLAG-Cld5wt-, FLAG-Cld5Y148A- oder Kontrollvektor-exprimierenden 
MDCK-II-Zellen detektieren wurde (3.1.6.1). 
Um auszuschließen, dass allein die unterschiedliche Messtechniken für die widersprüch-
lichen Ergebnisse der parazellulären Widerstandsmessung mittels klassischem Filterkul-
tursystem und ECIS-System verantwortlichen waren, wurde eine weitere Technik zur 
Bestimmung des parazellulären Widerstands angewandt. Das CellZScope Impedanz-
messgerät, das von der Firma nanoAnalytics freundlicherweise zu Testzwecken zur Ver-
fügung gestellt wurde, verbindet die Vorteile der Kultivierung der Zellen auf Zellkulturfil-
tern mit den Vorteilen der permanenten, automatischen Detektion und Aufzeichnung der 
Impedanz. In diesen Messungen wurden die Unterschiede zwischen dem TER der 
FLAG-Cld5wt-, FLAG-Cld5Y148A- und Kontrollvektor-exprimierenden MDCK-II-Zellen re-
produziert (3.1.6.1). Daraus wird geschlussfolgert, dass die Kulturbedingungen der stabil 





Obwohl der parazelluläre Widerstand stets auf die Fläche normiert wird, ist der Vergleich 
der Ergebnisse von Widerstandsmessungen verschiedener Arbeitsgruppen oft schwierig, 
da zahlreiche Faktoren die Messwerte beeinflussen. Beispielsweise ergeben sich durch 
die Verwendung verschiedener Zellkulturfilter, die sich hinsichtlich des Filtermaterials, 
der Porenanzahl und des Porendurchmessers unterscheiden, Diskrepanzen [Butor, 92]. 
Außerdem gibt es kein Kulturmedium, in dem Untersuchungen zur parazellulären Dich-
tigkeit standardmäßig durchgeführt werden. Daher führen einige Arbeitsgruppen die 
Permeationsmessungen in D-MEM durch, während andere Arbeitsgruppe stattdessen 
bestimmte Puffer nutzen [Volpe, 08]. Da sich diese unterschiedlichen Medien hinsichtlich 
der Konzentration ihrer frei verfügbaren Ladungsträger unterscheiden, ergeben sich un-
terschiedliche parazelluläre Dichtigkeiten. Doch nicht nur allein unterschiedliche Materia-
len und Medien machen den Vergleich publizierter Ergebnisse schwierig. Zudem können 
sich Zellen im Laufe ihrer Kultivierung verändern oder dedifferenzieren [Volpe, 08]. Bei-
spielsweise wurden für Caco-2-Zellen TER-Werte im Bereich zwischen 100 und 1000 
Ω*cm² veröffentlicht [Jarvis, 99; Masuyama, 05; Suzuki, 06]. 
Dennoch liefern sowohl TER-Messungen als auch ECIS-Messungen aussagekräftige 
Ergebnisse, wenn die entsprechenden Rahmenbedingungen berücksichtigt werden. Für 
diese Arbeit erwies sich die Kultivierung der stabilen FLAG-Cld5-MDCK-II-Zellklone auf 
Zellkulturfiltern als die geeignete Methode, um Unterschiede zwischen FLAG-Cld5wt, den 
FLAG-Cld5-Mutanten und der Vektorkontrolle zu detektieren. Werden jedoch identische 
Zellen untersucht, die beispielsweise mit verschiedenen Wirkstoffen behandelt wurden, 
kann von der höheren Sensitivität des ECIS-Systems profitiert werden. Ein Beispiel dafür 
liefern die hCMEC/D3, die nach Aussaat auf Zellkulturfiltern sowohl bei der Wider-
standsmessung mit der Handelektrode als auch mit dem CellZScope im Vergleich zum 
zellfreien Filter nur unwesentlich höhere Widerstände ausbildeten. Dass die Zellen je-
doch auf den Filtern einen konfluenten Monolayer ausbilden, wird erst daran ersichtlich, 
dass Membrankapazität nach der Aussaat der Zellen kontinuierlich abnahm, wohingegen 
die Membrankapazität der zellfreien Filter konstant blieb [Wegener, 00]. Beim Messen 
der Impedanz im ECIS-System wurden jedoch auch für hCMEC/D3 Widerstände gemes-
sen, die sich von den zellfreien Elektroden unterschieden (Daten nicht gezeigt). Aus die-
sem Grund werden die parazellulären Widerstände von Endothelzellen häufig mit dem 
ECIS-Systems gemessen [Schreibelt, 07; Hartmann, 07; Fontijn, 08]. Die hohe Sensitivi-




Konstrukten und Claudinpeptiden auf die Integrität der TJ zu untersuchen. Allerdings 
zeigte sich durch die Verwendung von Zellkulturfiltern, dass lediglich die basolaterale 
Applikation zur Senkung der parazellulären Dichtigkeit führt. Daher ist der Einsatz des 
ECIS-Systems nur dann sinnvoll, wenn sichergestellt werden kann, dass die zu testende 






Bisher war bekannt, dass die 2. EZS der Claudine an deren Oligomerisierung und an der 
CPE-Rezeptorfunktion beteiligt ist [Piontek, 08; Fujita, 00]. Im Gegensatz dazu wurde der 
Einfluss dieses Strukturbereichs auf die parazelluläre Dichtigkeit von epithelialen und 
endothelialen Zellen bisher noch nicht untersucht. 
In dieser Arbeit wurde erstmalig gezeigt, dass einzelne Aminosäuren in der 2. EZS von 
Cld5 für die parazelluläre Dichtigkeit von epithelialen Zellen essentiell sind. Die Substitu-
tion dieser Aminosäuren in stabil exprimierten FLAG-Cld5-Proteinen verhinderte in 
MDCK-II-Zellen die Erhöhung des TER und die Reduktion der parazellulären Permeation 
von FDS durch Cld5wt. 
Die Aminosäuresubstitutionen Y148A, Y158A und E159Q führten in HEK-293-Zellen zum 
Verlust der homophilen Cld5-trans-Interaktionen. Die stabile Expression von FLAG-
Cld5Y148A, FLAG-Cld5Y158A und FLAG-Cld5E159Q in MDCK-II-Zellen führte zwar nicht zur 
Veränderung der TJ-Strangmorphologie, verhinderten aber die Erhöhung des parazellu-
lären Widerstands durch FLAG-Cld5wt und erhöhten die parazelluläre Permeation von 
FDS und FD10. Folglich führt die Expression dieser FLAG-Cld5-Mutanten zu Störungen 
der TJ-Integrität. In weiterführenden Experimenten könnte untersucht werden, ob die 
Abnahme der parazellulären Dichtigkeit allein auf die fehlenden homophilen trans-
Interaktionen der disjunction-Mutanten zurückzuführen ist oder ob zusätzlich die hete-
rophilen trans-Interaktionen der Cld5-Mutanten mit anderen Claudinen beeinträchtigt 
sind. Der elektronenmikroskopische Vergleich der TJ-Morphologie in MDCK-II-Zellen, die 
FLAG-Cld5wt bzw. FLAG-Cld5Y148A stabil exprimierten, lieferte eventuell einen Hinweis 
auf mögliche heterophile Cld5-trans-Interaktionen. Obwohl die homophilen Cld5-trans-
Interaktionen der FLAG-Cld5-Mutanten blockiert waren, wurden im Vergleich zu FLAG-
Cld5wt keine Unterschiede in der TJ-Strangmorphologie gefunden. Bei Blockierung sämt-
licher Cld5-trans-Interaktionen sollte keine kontinuierliche TJ-Strangausbildung möglich 
sein. Daher könnten die untersuchten Aminosäuresubstitutionen in der 2. EZS von 
FLAG-Cld5 ausschließlich die homophilen Cld5-trans-Interaktionen blockieren, die hete-
rophilen Cld5-trans-Interaktionen jedoch unbeeinflusst lassen. 
Die Mutante FLAG-Cld5R145A wies in HEK-293-Zellen, wie FLAG-Cld5wt, eine Kontaktan-




führte die stabile Expression von FLAG-Cld5R145A in MDCK-II-Zellen im Gegensatz zu 
FLAG-Cld5wt nicht zur Erhöhung des TER, aber zur Erhöhung der parazellulären Per-
meation von FDS. Damit kommt der Aminosäure R145 von Cld5 eine Bedeutung bei der 
Abdichtung des parazellulären Spalts zu, die in bisherigen Strukturmodellen noch nicht 
berücksichtigt wurde. Die positiv geladene Seitenkette von R145 könnte die Permeation 
von kleinen Kationen einschränken und damit zur abdichtenden Wirkung von FLAG-
Cld5wt beitragen. Durch den Austausch der positiv geladenen Aminosäure R145 durch 
die ungeladene Aminosäure A demnach zum Verlust der Abdichtung gegenüber Kationen 
und damit zur Reduktion des TER führen. 
Die Aminosäuresubstitution K157A von Cld5 führte in HEK-293- und MDCK-II-Zellen zum 
Verlust der Plasmamembranlokalisation des Proteins. Die stabile Expression von FLAG-
Cld5K157A in MDCK-II-Zellen hatte zwar keine Wirkung auf den TER und die parazelluläre 
Permeation von FD10, erhöhte jedoch die parazelluläre Permeation von FDS. Gleichzei-
tig waren in diesen Zellen die Expression und subzelluläre Lokalisation endogener TJ-
Proteine, wie beispielsweise Occludin, Cld1 und ZO-1, im Vergleich zur Vektorkontrolle 
bzw. zu FLAG-Cld5wt unverändert. Allerdings wiesen die FLAG-Cld5K157A-
exprimierenden MDCK-II-Zellen im Gegensatz zu den FLAG-Cld5wt-exprimierenden 
MDCK-II-Zellen einen fast vollständigen Verlust der Lokalisation von JAM-1 in der Plas-
mamembran auf. In weiterführenden Untersuchungen könnte analysiert werden, ob die 
veränderte subzelluläre Lokalisation von JAM-1 eine direkte oder indirekte Folge der 
Expression von FLAG-Cld5K157A. Allerdings ist eine Interaktion zwischen von Cld5 und 
JAM-1 bisher noch nicht beschrieben worden. 
Zusammenfassend tragen diese Untersuchungen zu einem verbesserten Verständnis 
der Bedeutung der Aminosäuren der 2. EZS von Cld5 für dessen parazelluläre Barriere-
eigenschaften bei. Da Teile der Aminosäuresequenz der 2. EZS bei den Mitgliedern der 
Claudinfamilie hochkonserviert sind [Krause, 08], könnte dieser Strukturbereich auch für 
die parazellulären Barriereeigenschaften der übrigen Claudine relevant sein.  
Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die Wirkung von Peptiden auf die parazelluläre Dich-
tigkeit von Epithelzellen charakterisiert. Da die Peptide Cld153-81 und CPE194-319 die para-
zelluläre Dichtigkeit von Epithelzellen senken, stellen sie neue Ansätze zur Behandlung 
von Erkrankungen dar, deren Therapie momentan aufgrund gewebeabdichtender TJ, 




effiziente therapeutische Nutzung von Cld153-81 und CPE194-319 ist es notwendig, die Wir-
kung bei apikaler Zugabe zu erhöhen. Da bei einer systemischen Applikation ist nur der 
apikale Bereich der Zellen zugänglich, wären die Peptide nicht wirksam, wenn ihre Wirk-
samkeit auf die basolaterale Zellseite beschränkt ist. Bei neuen Ansätzen zur selektiven 
Öffnung der Blut-Gewebe-Schranken werden Claudine auch in Zukunft eine wichtige 
Rolle spielen, beispielsweise als therapeutische Zielstruktur (target) für TJ-modulierende 
Substanzen, als Ausgangsbasis für das Design neuer TJ-modulierender Claudinpeptide 
oder als Rezeptoren für C-CPE. Dieses Fragment des Toxins CPE ist therapeutisch be-
sonders interessant, da die Expression seiner Rezeptoren, Cld3 und Cld4, bei zahlrei-
chen Tumorerkrankungen erhöht ist. Folglich könnte C-CPE zur Reduktion der parazellu-
lären Permeabilität eingesetzt werden, die wiederum zur gezielten und temporär 
begrenzten Einschleusung von Wirkstoffen ins Tumorgewebe genutzt werden könnte. 
Um C-CPE auch für die Öffnung der BHS nutzen zu können, könnte seine Struktur in 
weiterführenden Untersuchungen so verändert werden, dass es an die Claudine der 
BHS, beispielsweise Cld1, Cld5, Cld12, bindet und darüber eine Reduktion der parazel-
lulären Dichtigkeit vermittelt. Zusammenfassend wurden im zweiten Teil die Wirkungen 
TJ-modulierender Substanzen genauer charakterisiert und Strategien für die gezielte 
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Tabelle S22: TER-Werte der FLAG-Cld5 stabil exprimierenden MDCK-II-Zellen 
FLAG-Cld5-Protein TER (Ω • cm2, MW ± SEM) 
Vektorkontrolle 105 ± 3,6 
Cld5wt 507 ± 42*** 
Cld5R145A 152 ± 10 
Cld5Y148A 107 ± 5,2 
Cld5K157A 113 ± 4,6 
Cld5Y158A 80 ± 7 
Cld5E159Q 152 ± 11,9 
Mittelwert ± SEM, *** p < 0,0001 im Vergleich zur Vektorkontrolle gemäß Kruskal-Wallis-Test mit 
anschließendem Dunn’s post-Test, n ≥ 10. 
 
Tabelle S23: Pcoeff (FDS) der FLAG-Cld5 exprimierenden MDCK-II-Zellen 
FLAG-Cld5-Protein Pcoeff (FDS) (cm/s, MW ± SEM) 
Vektorkontrolle 3,38 • 10-6 ± 2,14 • 10-7 
Cld5wt 1,52 • 10-6 ± 9,61 • 10-8 * 
Cld5R145A 9,34 • 10-6 ± 5,91 • 10-7 ** 
Cld5Y148A 6,78 • 10-6 ± 4,29 • 10-7 * 
Cld5K157A 7,36 • 10-6 ± 4,82 • 10-7 * 
Cld5Y158A 6,26 • 10-6 ± 3,96 • 10-7 * 
Cld5E159Q 7,17 • 10-6 ± 4,53 • 10-7 * 
Mittelwert ± SEM, * p < 0,05 und ** p < 0,01 im Vergleich zur Vektorkontrolle gemäß Kruskal-
Wallis-Test mit anschließendem Dunn’s post-Test, n ≥ 10. 
 
Tabelle S24: Pcoeff (FD10) der FLAG-Cld5 exprimierenden MDCK-II-Zellen 
FLAG-Cld5-Protein Pcoeff (FD10) (cm/s, MW ± SEM) 
Vektorkontrolle 3,72 • 10-7 ± 1,6 • 10-8 
Cld5wt 2,63 • 10-7 ± 3,31 • 10-8 




Cld5Y148A 7,29 • 10-7 ± 7,04 • 10-8 * 
Cld5K157A 4,49 • 10-7 ± 4,29 • 10-8 
Cld5Y158A 8,99 • 10-7 ± 1,88 • 10-7 * 
Cld5E159Q 8,92 • 10-7 ± 1,09 • 10-7 ** 
Mittelwert ± SEM, * p < 0,05 und ** p < 0,01 im Vergleich zur Vektorkontrolle gemäß Kruskal-
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